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Os herbicidas são defensivos agrícolas direcionados ao controle de plantas 
daninhas, considerados os pesticidas mais frequentes em águas doces 
brasileiras. Entre as formulações extensamente utilizadas, estão os herbicidas à 
base de 2,4-D + picloram que podem promover a contaminação de ambientes 
aquáticos. O presente estudo avaliou o potencial toxicológico de herbicida 
comercial à base de 2,4-D + picloram (Norton®) em Piaractus brachypomus via 
utilização de múltiplos biomarcadores. Foi determinado a concentração letal 
média (CL50-96h) e utilizado biomarcadores neurotóxicos, citogenotóxicos, 
hematológicos, bioquímicos e morfológicos para avaliar a ação do composto em 
diferentes tecidos. O resultados demonstraram que a CL50-96h determinada foi de 
1,54 g L-1 e os distúrbios comportamentais apresentados incluem a perda do 
reflexo, espasmos musculares e hiperventilação opercular. Os juvenis foram 
exposto a concentração subletal de 1,11 g L-1 em sistema estático por 96 horas 
e entre os efeitos observados, houve a inibição da acetilcolinesterase no 
músculo, indicando distúrbio no sistema neuromuscular. Os parâmetros 
hematológicos indicaram quadro de anemia macrocítica como provável resposta 
compensatória para manter o transporte de oxigênio adequado. Não houve 
aumento na frequência de micronúcleos, entretanto, a exposição promoveu 
aumento de anomalias nucleares, sugerindo efeitos citogenotóxicos. Os 
biomarcadores de hepatotoxicidade mostraram inibição da atividade da fosfatase 
alcalina, indicando que a exposição pode ter gerado mudanças na membrana 
dos hepatócitos. A morfologia hepática exibiu patologias, como alteração da 
arquitetura, atrofia e alterações nucleares. As mudanças nos intermediários 
metabólicos como glicose plasmática e glicogênio muscular, evidenciaram 
disfunção no metabolismo de carboidratos. As lesões branquiais incluíram 
constrição do sistema de células pilares e hipertrofia do epitélio lamelar, 
demonstrando ajustes fisiológicos para conservação das funções, das quais 
mantiveram a função excretora. Nos rins, foi verificado lesões morfológicas 
individuais como alterações da arquitetura renal e celular, capazes de ocasionar 
prejuízos associados à capacidade de reabsorção tubular. A via de 
biotransformação analisada e a peroxidação lipídica, mostraram que o composto 
não prejudicou a capacidade de detoxificação do sistema de defesa antioxidante 
e não houve efeitos elevados do estresse oxidativo. Em conclusão, os resultados 
evidenciaram que o herbicida comercial promoveu alterações morfofisiológicas 
nos tecidos em P.  brachypomus, demonstrando que os efeitos podem 
comprometer a saúde do animal. 
 
 






Herbicides are agricultural pesticides directed at weeds control, considered the 
most frequent pesticides in Brazilian fresh waters. The 2,4-D + picloram-based 
herbicides are among the widely used formulations, which might promote 
contamination of aquatic environments. This study evaluated the toxicological 
potential of commercial herbicide 2,4-D + picloram-based (Norton®) Piaractus 
brachypomus using multi-biomarkers. Median-lethal concentration (LC50-96h) was 
determined and neurotoxic, cytogenotoxic, hematological, biochemical and 
morphological biomarkers were used to evaluate the effects of the compound in 
different tissues. The results showed that the determined LC50-96h was 1.54 g L-1 
and the behavioral disorders presented include loss of reflex, muscle spasms and 
opercular hyperventilation. The juveniles were exposed to a sublethal 
concentration of 1.11 g L-1 in a static system for 96 hours and the observed effects 
showed the inhibition of acetylcholinesterase in the muscle, indicating a 
disturbance in the neuromuscular system. The haematological examinations 
indicated macrocytic anemia, probably a compensatory response to maintain 
adequate oxygen transport. There was no increase in micronuclei frequency, 
however, the exposure promoted an increase in nuclear anomalies, suggesting 
cytogenotoxic effects. The hepatotoxicity biomarkers showed inhibition of alkaline 
phosphatase activity, indicating that exposure may have caused changes in the 
hepatocyte membrane. Liver morphology exhibited pathologies, such as 
architecture and cellular alteration, atrophy and nuclear alterations. Changes in 
metabolic intermediates, in rate of plasma glucose and muscle glycogen, showed 
dysfunction in carbohydrate metabolism. Lesions in the gills included constriction 
of the pillar cell system and hypertrophy of the lamellar epithelium, demonstrating 
physiological adjustments to preserve the functions, of which they maintained the 
excretory function. In the kidneys, individual morphological lesions were 
observed, such as architecture and cellular alteration, capable of causing losses 
associated with the tubular resorption capacity. The biotransformation system 
and lipid peroxidation indicate that the herbicide did not impair the detoxification 
capacity of the antioxidant defense system and there were no elevated effects of 
oxidative stress. In conclusion, the results showed that the commercial herbicide 
promoted morphophysiological changes in the tissues in P. brachypomus, 




Keywords: Histopathology, neurotoxicity, teleostei, morphophysiological 
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CAPÍTULO 1- Introdução Geral 
 
 
1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 O uso de herbicidas no Brasil 
 
O Brasil alcançou em 2008 o primeiro lugar no ranking mundial de uso de 
agrotóxicos e desde então tem se mantido entre os principais usuários desse 
mercado. O uso intensivo de herbicidas é responsável por grande parte desse 
volume (RIGOTTO; VASCONSELOS; ROCHA, 2014; ANVISA, 2019). Entre os 
herbicidas comerciais seletivos e sistêmicos de pós-emergência, indicados para 
o controle de plantas daninhas e dicotiledôneas de porte arbóreo, arbustivo e 
subarbustivo, destacam-se os que são formulados à base dos ingredientes 
ativos 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) + ácido 4-amino 3,5,6 tricloro-2-
piridinacarboxílico (picloram) (Figura 1). Além dos princípios ativos, são 
adicionados substâncias inertes denominadas surfactantes (ADAPAR, 2018). É 
comum a inclusão de substâncias coadjuvantes em herbicidas formulados para 
assegurar ou potencializar sua eficácia (ROMAN et al., 2007). 
 
Figura 1. Fórmula estrutural dos herbicidas 2,4-D (A) e Picloram (B). 
 
Fonte: Anvisa (2016) ; Anvisa (2020). 
 
A mistura de dois ou mais princípios ativos é recomendado para evitar ou 
retardar a resistência das ervas daninhas à herbicidas, além de promover 
redução dos custos econômicos. Desse modo, o picloram aplicado em uma 
quantidade equivalente as que estão presente nas combinações com 2,4-D, não 
apresentam controle efetivo de algumas plantas daninhas, assim como o 2,4-D 
não oferece controle prolongado quando aplicado individualmente. Isso 
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evidencia que o antagonismo é potencializado pela mistura dos dois compostos 
(O'SULLIVAN, 1983; KRENCHINSK et al., 2015). A pulverização dessas 
formulações comerciais combinadas geralmente é feita por via aérea, durante o 
desenvolvimento das plantas infestantes (ADAPAR, 2018). Com isso, é possível 
que possa haver a contaminação do ambiente, intensificando efeitos negativos 
para espécies não-alvo (HOLMBERG, 1975). 
O 2,4-D foi o primeiro herbicida seletivo sintetizado e comercializado pela 
indústria, e tem seu uso atribuido a folhas largas há mais de 70 anos 
(POKORNY, 1941). Esse composto químico mimetiza as auxínas naturais, que 
são hormônios importantes para o crescimento das plantas. Em quantidades 
alteradas, os hormônios comprometem o crescimento e ocasionam morte celular 
(RODRÍGUEZ-SERRANO et al., 2014). Devido a eficácia e o custo benefício que 
apresenta, o 2,4-D tem sido utilizado em larga escala e demasiadamente acima 
do recomendado. Baseado nisso, tem levantado preocupações quanto aos 
aspectos ambientais, pois a degradação de suas moléculas podem perdurar por 
muito tempo (DIAS et al., 2011). 
O picloram também integra o grupo de herbicidas auxínicos, sendo capaz 
de provocar intoxicação em dicotiledôneas de difícil controle (FRANCO et al., 
2016). Devido suas características aniônicas e alta solubilidade em água, 
apresenta baixa adsorção no solo e uma maior rota de dissipação por lixiviação. 
Portanto, apresenta grande potencial de contaminação de águas subterrâneas 
(STEFFENS et al., 2015; FRANCESCHI et al., 2019). Uma vez no solo, é 
lentamente metabolizado por microrganismos e pela fotodegradação, assim, sua 
meia-vida pode variar entre um mês a três anos dependendo do tipo de solo e 
condições climáticas (PASSOS et al., 2019). 
Os processos que dissipam os agrotóxicos para o meio ambiente são 
múltiplos, pois dependem de suas propriedades fisico-químicas, das 
características do solo, condições climáticas e ambientais (REBELO; CALDAS, 
2014).  Durante a pulverização, o produto pode ser desviado e alcançar outros 
ecossistemas mediante a deriva em decorrência da volatização,  fotodegradação 
e da sorção (adsorção e absorção) (WAUCHOPE et al. 2002; ORELLANA-
GARCÍA et al., 2014; PRUEGER et al., 2017). Dentre as rotas de contaminação, 
o ambiente aquático geralmente se torna o destino final dos agrotóxicos. 
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1.2 Contaminação de ambientes aquáticos por herbicidas. 
 
A principal forma de depósito de herbicidas em ecossistemas aquáticos 
está associada ao escoamento superficial, que é o fluxo de água na superfície 
do solo, quando submetidos a intensa precipitação, gerando o carregamento de 
suas moléculas aderidas às particulas do solo (SANTOS; CORREIA; BOTELHO, 
2013; SOUSA et al., 2016) (Figura 2). Esses produtos podem ainda alcançar os 
ambientes aquáticos por algumas rotas, como por exemplo, pela aplicação direta 
nos corpos d’água para controle de macrófitas competidoras (SESIN et al., 
2018).  Uma vez aplicado, esses produtos também podem alcançar aos recursos 
hídricos (águas superficiais e subterrâneas) pelo processo de lixiviação, que é a 
retirada de sais por dissolução do solo por meio do fluxo de água. Por essa razão, 
os herbicidas provenientes de pastagem e terras agrícolas podem se mover 
juntamente com esse fluxo após precipitação ou irrigação (EL ALFY; FARAJ, 
2017).  
 
Figura 2. Esquema das vias de contaminação de agrotóxicos aos corpos d’água. 
 





Os efeitos adversos causados pela ação direta e indireta das misturas de 
herbicidas nos ambientes aquáticos, interferem em diferentes níveis de 
organização biológica,  provocando distúrbios na dinâmica das populações 
bases e o declínio dos níveis primários da cadeia alimentar e, 
consequentemente, resulta em alterações nos níveis tróficos superiores 
(HASENBEIN; LAWLER; CONNON, 2017). Os impactos em organismos não-
alvos reduzem a riqueza de espécies que reflete na perda da biodiversidade, 
visto que esses contaminantes podem eliminar completamente algumas 
populações e assim induzir o desequilíbrio desse ecossistema (RELYEA, 2005). 
Dentre os efeitos tóxicos provocados em organismos expostos a 
formulações de 2,4-D + picloram em peixes, observa-se respostas como 
depleção de energia, diminuição de proteína teciduais e peroxidação lipídica, 
indicando várias alterações prejudiciais sofridas pelos indivíduos (MENEZES et 
al., 2014). Os peixes podem acumular pesticidas em concentrações muito 
maiores do que as encontradas nos ambientes que vivem, devido a aderência 
desses poluentes na base alimentar que é ingerida por eles (NIMMO, 1985).  
Assim, por ser um diverso grupo de vertebrados, as características dos 
peixes os tornam modelos experimentais para pesquisas ecotoxicológicas, 
principalmente quando direcionadas a poluentes que oferecem riscos aos 
sistemas aquáticos. Dessa forma, os estudos utilizam marcadores biológicos em 
diferentes tecidos desses organismos, para a investigação dos efeitos gerados 
(YANCHEVA et al., 2015). 
 
 1.3 Avaliações de toxicidade em estudos ecotoxicológicos.  
 
Os testes ecotoxicológicos são relevantes no contexto das 
regulamentações de produtos químicos, pois auxiliam na escolha de políticas 
apropriadas com base nas respostas que apresentam diante das variáveis 
ambientais (RUDÉN et al., 2016). A ecotoxicologia avalia as implicações 
ocasionadas por determinadas concetrações de poluentes naturais ou sintéticos 
em organimos vivos (TRUHAUT, 1977).  
Os testes de toxicidade aguda são ferramentas para analisar os efeitos 
deletérios que os poluentes provocam nos organismos. Tais testes têm sido 
utilizados para determinar as implicações que uma substância-teste gera em um 
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grupo de organismos, submetidos a condições controladas em um curto período 
de exposição (TOUSSAINT et al., 1995). 
Com a finalidade de mensurar os danos causados em organismos 
aquáticos, os estudos de toxicidade aguda, normalmente determinam a dose 
letal média (DL50) ou a concentração letal média (CL50), em períodos que variam 
entre 24 e 96 horas (VIDYA; CHITRA, 2017). As normativas que delimitam essa 
modalidade de testes, preconizam que o sistema de condução seja estático, 
semi-estático ou de fluxo contínuo, assim como todas as condições relacionadas 
ao bem estar animal seja proporcionado de acordo com a singularidade da 
espécie (OECD, 2019). Portanto, essa modalidade experimental é 
imprenscidível para promover o monitoramento ambiental (DAAM et al., 2019).  
Respostas das condições de saúde das espécies e da qualidade do 
ambiente são realizadas através de análises detalhadas via marcadores 
biológicos, ou biomarcadores (ARAÚJO et al., 2018).  Essas avaliações são 
utilizadas para indicar os efeitos deletéricos provocados por substâncias 
exógenas em amostras biológicas, pois sinalizam o produto decorrente da 
interatividade de um organismo com agentes xenobióticos (GOLDSTEIN;  
GIBSON; HENDERSON, 1987).  Desse modo, os biomarcadores são 
ferramentas úteis na quantificação de reações causados por agrotóxicos, 
possibilitando a mensuração das respostas adaptativas nos variados parâmetros 
biológicos (DEY et al., 2016). Em estudos ecotoxicológicos, recomenda-se o uso 
de diferentes biomarcadores, para assim, contribuirem para uma avaliação geral 
das respostas e diminuir a imprecisão diante da variabilidade inerente dos 
biomarcadores apresentados de forma individual (BAUDOU et al., 2019). 
Os biomarcadores fisiológicos são fundamentais para avaliar as 
condições funcionais de organismos aquáticos frente a xenobióticos (SAMANTA 
et al., 2017).    Os parâmetros eritrocitários são úteis para a análise da resposta 
fisiológica desencadeada, por isso, é necessário a quantificação da 
concentração de hemoglobina (Hb), de eritrócitos (RBC- Red blood cells) e 
hematócrito (Hct), bem como os índices hematimétricos, que referem-se ao 
tamanho e a distribuição da hemoglobina, sendo eles o volume corpuscular 
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentração de 
hemoglobina corpuscular média (CHCM). A partir desses atributos, mudanças 
hematológicas detectadas nos peixes são consideradas importantes para 
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analisar os efeitos dos contaminantes, pois esses parâmetros são capazes de 
apresentar variações mesmo submetidos a baixas doses de exposição 
(VENTURA; CORSINI; GABRIEL, 2015; BURGOS-ACEVES, et al., 2018). 
A contagem diferencial de leucócitos circulantes no sangue está entre os 
parâmetros hematológicos mais utilizados, pois desempenham funções 
imunológicas e auxiliam na descrição das exigências homeostáticas (RORIZ et 
al., 2015). Dentre os principais leucócitos atuantes na defesa do indivíduo , os 
neutrófilos são as fagócitos essenciais contra infecções, os monócitos são 
células migratórias que vão até o foco inflamatório, enquanto os linfócitos 
desempenham uma resposta imune após o reconhecimento de antígenos 
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; HAVIXBECK; BARREDA, 2015). 
A série eritrocitária ainda pode ser utilizada como bioindicadores 
genotóxicos e mutagênicos. Os agentes genotóxicos são aqueles que podem 
interagir com o DNA e com os cromossomos, provocando mudanças nas 
estruturas celulares que geram mutações gênicas. Os danos são avaliados como 
irreversíveis e são mantidos nas gerações sequentes, aumentando a incidência 
de doeças hereditárias que podem provocar redução na riqueza de espécies 
(SHAH et al., 2020). Os eritrócitos de peixes são comumente utilizados para esse 
teste, devido serem células nucleadas e evidenciam facilmente qualquer lesão 
associadas aos herbicidas (MORON et al., 2006). Os biomarcadores genéticos 
são meios de detectar a presença de substâncias mutagênicas por intermédio 
dos danos no material genético, e um desses métodos de análise realizado em 
peixes é o teste de micronúcleos (MN) (HEMALATHA et al., 2020).  
Os MN (Figura 3) são massas que possuem cromatinas citoplasmáticas, 
derivados a partir da segregação cromossômica anormal (efeito aneugênicos) e 
da quebra de cromossomos (efeito clastogênicos) e não são transportados pelas 
fibras do fuso para os pólos durante a anáfase.  Por isso, não se ligam aos 
núcleos das células filhas após a divisão celular e tornam-se visíveis como um 
núcleo pequeno e separado do núcleo principal (SCHMID, 1975; AL-SABTI; 
METCALFE, 1995). As alterações no material genético dos eritrócitos podem 
ocasionar diferentes irregularidades no aspecto morfológico do núcleo em razão 
de atraso de material durante a mitose. Devido a isso, outras anomalias 
nucleares eritrocitárias (ANEs) (núcleos em bolha, binucleado, lobulado, 
entalhado, vacuolado, reniforme e segmentado) são consideradas 
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complementares na análise de micronúcleo, sendo biomarcadores de alta 
sensibilidade que indicam o pontencial citotóxico e genotóxico de pesticidas, 
sejam esses compostos avaliados de forma individual ou em formulações 
associadas  (HUSSAIN et al., 2018). 
 




Fonte: Adaptado e modificado de Terradas et al. (2010). 
 
As respostas adaptativas ao estresse são consideradas mecanismos 
essenciais para mater a estabilidade molecular e fisiológica do peixe, de modo 
que seja mantido a homeostase (BALASCH; TORT, 2019). Dentre as principais 
modificações induzidas por estresse em peixes incluem a concentração de 
amônia e glicose plasmáticas, os níveis de glicogênio hepático e muscular e o 
catabolismo das proteínas teciduais (MENEZES, 2014; MAJUMDER; KAVIRAJ, 
2018; BAUDOU et al., 2019), todos envolvidos em mobilização energética para 
detoxicação e sobrevivência.  
Por essa razão, o fígado é um órgão que apresenta função vital para o 
organismo e é um excelente indicador de toxicidade em peixes, pois juntamente 
com o músculo, comportam as maiores reservas de glicogênio, que são 
destinadas à atender as demandas energéticas. Essa forma de armazenamento 
de energia no fígado (glicogênio), trata-se de um estoque emergencial utilizado 
em adaptações bioquímicas em situações de estresse (CYRINO et al., 2000).  
O fígado é um órgão que pode sofrer disfunções em consequência da 
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ação de contaminantes. As lesões sofridas nesse tecido, podem alterar a 
concentração das enzimas metabólicas de função hepática,  como a aspartato 
aminotransferase (AST), a alanina aminotransferase (ALT), as fosfatases ácidas 
(FAC) e fosfatases alcalinas (FAC). Tais enzimas apresenta grande utilidade 
como biomarcadores de dano hepático, pois além de suas funções metabólicas 
intracelulares, são liberadas e encontradas na corrente sanguínea em 
decorrência de injurias e lesões nos tecidos (AMACHER, 2002; GHELICHPOUR 
et al., 2017). 
Além da mobilização energética, o processo de biotransformação de 
xenobióticos abrange sistemas enzimáticos que visam a eliminação desses 
compostos do organismo, que podem gerar espécies reativas de oxigênio 
(EROs), tais como os radicais superóxido (O2•), radical hidroxil (OH•) e o 
peróxido de hidrogênio (H2O2). As EROs podem causar alterações citológicas, 
pela indução do evento denominado estresse oxidativo, esses danos podem 
incluir quebras de fita de DNA, inativação de enzimas e apoptose (PEÑA-LLOPIS 
et al., 2003; BANUDEVI et al., 2006). Vale ressaltar que as EROs são as causas 
mais comuns de genotoxicidade, nesse caso, pode ser evidenciada por meio da 
indução de MN e ANEs, reafirmando a importância da aplicação desses 
biomarcadores (JHA, 2004). 
 Nos peixes, os sistemas enzimáticos envolvidos no processo de 
detoxificação, atuam  principalmente em órgãos metabolizadores como o fígado, 
os rins e as brâquias (BAINY et al., 1996). O estresse oxidativo em peixes 
acometidos por contaminação aquática, são causados por excessos na 
formação de EROs durante o metabolismo aeróbico da respiração celular e pela 
insuficiência em realizar as defesas antioxidantes (SAKURAGUI et al., 2019).  
Dessa forma, a glutationa S-transferases (GST) faz parte do sistema 
antioxidante enzimático de biotransformação de xenobióticos e é um excelente 
biomarcador de poluentes, assim como como a glutationa reduzida (GSH) que 
atua como antioxidantes não enzimáticos. Conjuntamente, evitam o ligamento 
desses agentes a outras moléculas celulares, como o DNA, além de impedirem 
danos como a peroxidação lipídica (LPO) (PAULINO et al., 2020).  
De modo geral, a GST é considerada a principal enzima da fase II da 
detoxificação e possui a GSH como co-fator. Nessa fase, caracteriza-se o início 
da detoxificação, ocorrendo a conjugação do xenobiótico (ou de seus 
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metabólitos oriundos da fase I) com a GSH, sendo um processo catalisado pela 
GST. Com isso, o produto resultante dessa conjugação normalmente torna-se 
mais solúvel em água, além de inativo ou menos tóxicos, podendo 
posteriormente ser excretado ou metabolizado pela célula (VAN DER OOST, et 
al., 2003). Entre os vários mecanismos associados à resistência celular a 
xenobióticos, o sistema enzimático GSH/GSTs é apontado como um dos mais 
fundamentais para a garantia da sobrevivência de espécies (HUBER et al., 
2008). 
O início da reação em cadeia denominada LPO, pode ser ocasionada pela 
presença das espécies reativas de oxigênio geradas a partir da absorção dos 
contaminantes pelos organismos aquáticos.  Assim, os oxidantes promovem a 
quebra de fosfolipídios de membrana que contém ácidos graxos poli-
insaturados, gerando intermediários prejudiciais às células (HALLIWELL; 
CHIROCO, 1993). Os efeitos da LPO provoca danos severos nas propriedades 
das membranas celulares, como a redução da fluidez e a destruição da 
integridade do sistema de membranas e outras consequências que causam 
injúrias e morte celular. Desse modo, a quantificação de intermediários da LPO, 
têm sido utilizados como biomarcador de estresse oxidativo (SRIVASTAVA; 
REDDY, 2017). 
Além do fígado, brânquias e rins, outros tecidos são indicadores de 
toxicidade, como o cérebro e o músculo branco. Estes tecidos são utilizados 
principalmente como biomarcadores neuroquímicos, podendo fornecer 
respostas associadas aos efeitos dos contaminantes ambientais (TORRE; 
FERRARI; SALIBIAN, 2002). A atividade da acetilcolinesterase (AChE) no 
cérebro e músculo de peixes é bastante utilizado, uma vez que sua função é 
catalizar a AChE em ácido acético e colina, evitando a propagação contínua de 
impulsos nervosos, para assim, permitir o funcionamento adequado dos 
sistemas neuromuscular e sensorial do organismo (STURM; SILVA; HANSEN, 
1999; FUKUTO, 1987). Essa enzima é sensível a atuação de grupos químicos 
de pesticidas e pode ser inibida, gerando problemas nas fibras musculares, 
paralisias e efeitos que sucedem na morte do animal (BERNAL-REY et al., 2020). 
Para a identificação das alternações de caráter morfológicos e estruturais, 
a histopatologia é amplamente utilizada como um biomarcador morfológico, pois 
permite que diversos tecidos sejam analisados microscopicamente, 
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possibilitando uma resposta viável do nível de contaminação diante de efeitos 
subletais (SHARMA; CHADHA; BORAH, 2018). As alterações histopatológicas 
decorrem de mudanças fisiológicas e bioquímicas no organismo que resulta em 
lesões nas células, tecidos e órgãos. Em peixes, esses biomarcadores viabilizam 
a análise de tecidos que são mais afetados devido a ação dos agentes químicos, 
geralmente órgãos responsáveis por funções vitais, como as brânquias, fígado 
e rim (IKISA; BABATUNDE; HART, 2019). 
Em geral, as brânquias são órgãos de troca gasosas na maioria dos 
peixes e, desenvolvem ainda várias outras funções vitais como a 
osmorregulação, alimentação, equilíbrio ácido-base, metabolismo e excreção de 
metabólitos nocivos e compostos nitrogenados (EVANS; PIERMARINI; CHOE, 
2005). Anatomicamente, possuem uma vasta superfície de contato com o 
ambiente externo e sua eficácia no transporte dos gases respiratórios depende 
da integridade de sua organização estrutural. Além disso, o alto teor de perfusão 
permite a entrada de poluentes (PAULINO; SOUZA; FERNANDES et al., 2012). 
Desse modo, a morfologia branquial está diretamente relacionada com sua 
função. As modificações para preservar as funções branquiais diante de 
mudanças ambientais, evolvem componentes morfológicos ou geram 
consequências para esse tecido (FERNANDES; MORON, 2020). Assim, as 
análises histopatológicas em brânquias têm sido um eficaz indicador de danos 
por contaminação aquática (STRZYZEWSKA; SZAREK; BABINSKA, 2016). 
A morfologia do fígado representa toda sua funcionalidade que inclui 
funções metabólicas, síntese de proteínas plasmáticas, formação de bile, 
armazenamento de compostos energéticos, remoção de substâncias nocivas no 
sangue, biotransformação e excreção de xenobióticos (BERNET, et al., 1999). 
Perante substâncias tóxicas, esse tecido pode gerar alterações histológicas 
notáveis como mudança na arquitetura hepática, alterações nucleares, 
hiplerplasias, indicativos de inflamações e várias outras. O fígado tem sido alvo 
de destaque entre os estudos ecotoxicológicos associados à contaminação de 
peixes, e a histopatologia mostra-se eficaz nas contribuições para esses estudos 
(PAULINO et al., 2020).  
Em peixes, o rim é considerado um órgão alvo dos poluentes em casos 
de exposição, pois recebem grande fluxo sanguíneo e compõem a principal rota 
de excreção dos metabólitos derivados dos xenobióticos (CENGIZ, 2006). Esse 
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órgão em peixes de água doce, elimina produtos químicos durante o curso de 
formação da urina, por meio da filtração glomerular ou pela reabsorção ou pelos 
processos de secreção tubular (EVANS, 1993). As características morfológica 
do rim de teleósteos é marcado pela posição dorsal e por suas divisões em 
porções anterior e posterior. A porção anterior está integrada ao tecido 
hematopoiético, tecido linfoide e ao sistema endócrino dirigente das respostas 
ao estresse. A porção posterior é constituida por néfrons, para a realização da 
excreção e a manutenção homeostática (MARTINEZ, 2017). 
 As substâncias nocivas presente no sangue devem ser removidas pela 
filtração glomerular, entretanto, esses compostos podem se ligar a proteínas 
plasmáticas e ficarem retidas no glomérulo durante o processo de eliminação 
(PRITCHARD; BEND, 1984). As lesões renais podem seguir diversos padrões 
dependendo do agente químico envolvido no processo, por isso, tem se tornado 
efetivo nos estudos como biomarcador histopatológico em peixes, mesmo que 
em uma menor frequência se equiparado a outros tecidos (FAHEEM ; JAHAN; 
LONE, 2018). 
 
1.4 A espécie Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818) 
 
O Piaractus brachypomus (Figura 4), popularmente conhecidos como 
pirapitinga, são nativos rios Amazonas, Solimões, Orinoco e respectivos 
afluentes (WOYNAROVICH, 1988). São animais pertencentes à ordem 
Characiformes, Superordem Ostariophysi, família Characidae (URBINATI et 
al., 2010). O pirapitinga é a única espécie do gênero Piaractus encontrada na 
região Amazônica e é considerado o terceiro maior peixe de escamas dessa 
bacia, podendo pesar até 20 quilos e alcançar 80 centímetros (RIBEIRO et al, 
2016). Essa espécie possui hábitos alimentares onívoros, geralmente 
alimenta-se principalmente de frutos, sementes, pequenos peixes e 
microcustáceos. Assim, tem habilidade de digerir tanto alimentos de origem 
vegetal quanto animal (VÁSQUEZ-TORRES et al., 2002). Pirapitinga é 
considerada economicamente importante e cada vez mais produzido em 
pisciculturas, principalmente na produção de híbridos em várias regiões do 




Figura 4- Exemplar de Piaractus brachypomus. 
 
 
Fonte: Autora, 2020. 
 
A reprodução dessa espécie ocorre em qualquer período do ano, desde 
que o manejo seja adequado. Apresenta também rápido crescimento e 
adaptação ao cultivo em tanques, além de alta resistência a doenças, o que 
proporciona um boa produtividade da carne e grande relevância para o 
mercado consumidor (BALDISSEROTTO, GOMES, 2005; CHAGAS et al., 
2005). Tais características do P. brachypomus o torna uma alternativa como 

















2.1 Objetivo geral 
 
Avaliar o potencial toxicológico em concentração subletal do herbicida à 
base de 2,4-D + picloram em pirapitinga (Piaractus brachypomus) via 
intregralização de múltiplos biomarcadores. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
I. Determinar a concentração letal média (CL50) para pirapitinga (Piaractus 
brachypomus) durante 96 h de exposição;  
II. Avaliar efeitos neurotóxicos do herbicida por meio da atividade da 
acetilcolinesterase de cérebro e músculo branco de pirapitinga; 
III. Determinar o efeito da exposição aguda de 96 h nas variáveis 
hematológicas e genotoxicidade em eritrócitos. 
IV. Avaliar o comprometimento morfofuncional do fígado, rim e brânquias, via 
biomarcadores plasmáticos e histopatológicos. 
V. Avaliar a ativação do sistema enzimático de desintoxicação (GSH/GST) e 
avaliar o indicativo de aumento de EROs por meio da LPO no fígado, 
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CAPÍTULO 2- Herbicida à base de 2,4-D + Picloram induz toxicidade aguda com 
efeitos genotóxicos, na atividade da acetilcolinesterase e nos parâmetros 
hematológicos do peixe Neotropical, Piaractus brachypomus 
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Herbicidas à base de 2,4-D e Picloram são amplamente utilizados em áreas 
agropecuárias e podem potencializar a contaminação de ambientes aquáticos e 
afetar a biota. Dessa forma, este estudo investigou a toxicidade aguda de um 
herbicida à base de 2,4-D + Picloram e seus efeitos subletais no peixe 
Neotropical Piaractus brachypomus. A exposição subletal aguda (96h) foi na 
concentração de 1,11 g L-1 do produto. A atividade da acetilcolinesterase (AChE) 
foi quantificada no cérebro e no músculo e amostras de sangue foram coletadas 
para análise dos parâmetros hematológicos e para teste de micronúcleo (MN) e 
anomalias nucleares eritrocitárias (ANEs). A exposição aguda provocou 
distúrbios comportamentais como perda do reflexo e espasmos musculares. A 
concentração letal média (CL50-96h) determinada foi de 1,54 g L-1. A atividade da 
AChE foi inibida no músculo e os parâmetros hematológicos evidenciaram um 
quadro de anemia macrocítica nos animais. A exposição não promoveu aumento 
na frequência de MN, entretanto, houve aumento de ANEs. Em conclusão, os 
resultados demonstram que herbicidas formulados com 2,4-D e Picloram 
acarretam distúrbios fisiológicos e a inibição da AChE em peixes. As mudanças 
hematológicas e bioquímicas demonstraram ser eficientes biomarcadores na 
determinação de herbicidas em ambioentes aquaticos.   
 
 














1. Introdução  
 
Os herbicidas são agentes químicos aplicados em grandes volumes em 
áreas extensas e podem causar contaminação acidental nos reservatórios 
hídricos e, por essa razão, correspondem aos pesticidas mais frequentes em 
águas doces brasileiras (Franco et al., 2016). Entre os herbicidas amplamente 
utilizados, destacam-se as formulações que associam o ácido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e o ácido 4-amino 3,5,6 tricloro-2-piridinacarboxílico 
(picloram) como princípios ativos mimetizadores de auxínas (Salla et al., 2019). 
Entretanto, ambos apresentam alto potencial de contaminação de águas 
superficiais e subterrâneas e seus efeitos negativos já foram relatados em 
diferentes animais, incluindo anfíbios, crustáceos e peixes (Figueiredo e 
Rodrigues, 2014; Menezes et al., 2014; Benli et al., 2016). 
De modo geral, a intoxicação de animais por herbicidas à base de 2,4-D 
e picloram apresenta-se relativamente mais comum em áreas rurais (Silva et al., 
2009). Em peixes, uma das ferramentas utilizadas para verificar os efeitos 
adversos desses produtos trata-se do teste de toxicidade aguda. A concentração 
letal média (CL50) de ambos compostos combinados pode variar 
substancialmente na faixa de 10-500 mg L-1 dependendo da sensibilidade da 
espécie exposta (Sergeant et al., 1970). Há relatos de ações deletérias em 
peixes após exposições subletais prolongadas de mistura de 2,4-D e picloram, 
como agitação física e hiperexcitabilidade. Além disso, a exposição ocasiona 
efeitos fisiológicos e várias alterações morfológicas, sendo que, tais mudanças 
não foram observadas nos organismos expostos aos princípios ativos 
isoladamente (Gallagher e Digiulio, 1991). 
Alterações homeostáticas nos organismos aquáticos podem ser 
monitoradas por meio de biomarcadores, que são ferramentas que possibilitam 
a mensuração das respostas adaptativas nos variados parâmetros biológicos 
diante dos estressores ambientais (Paulino et al., 2012). Nos estudos 
ecotoxicológicos, a determinação da atividade da acetilcolinesterase (AChE) tem 
demonstrado sensibilidade frente a exposição a herbicidas, mesmo em 
concentrações ambientalmente relevantes (Cattaneo et al., 2008). A inibição da 
AChE resulta em um efeito neurotóxico, podendo provocar alteração na natação 
e equilíbrio dos organismos aquáticos (Pereira et al., 2012).  
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O sangue é importante na avaliação da saúde de vários organismos, 
incluindo os peixes, por isso, são comumente utilizados nas análises 
ecotóxicológicas e apresentam-se como indicador de toxicidade (Fathy et al., 
2019). As investigações dos parâmetros hematológicas oferecem índices 
sensíveis do estado patológico dos animais e são indicadores fisiológicos 
essenciais, mostrando-se pertinentes na integração das resposta de peixes 
quando submetidos a condições de estresse (Sadauskas-Henrique et al., 
2011). Em função disso, contagens leucocíticas são adequadas para avaliar as 
respostas diante de contaminantes, visto que se apresentam alteradas em 
peixes expostos a metais (Mazon et al. 2002) e pesticidas (Riaz-ul-Haq et al., 
2018). 
Grande parte das substâncias nocivas que alcançam os ecossistemas 
aquáticos apresentam efeitos citotóxicos e podem gerar danos genotóxicos nos 
organismos submetidos a tais condições. Nesse sentido, a análise da frequência 
de micronúcleos (MN) e anomalias nucleares eritrocitárias (ANEs) em sangue 
periférico de peixes, são frequentemente utilizados como biomarcadores para 
avaliar a integridade cromossômica (Hussain et al., 2018). Há evidências que a 
exposição a contaminantes, como os herbicidas, provocam aumentos 
significativos na frequência de MN (Moron et al., 2006), bem como a presença 
de ANEs (Bonifacio e Hued, 2019) em diferentes espécies, sinalizando a indução 
de eventos mutagênicos.  
O presente estudo determinou a toxicidade aguda de herbicida comercial 
à base de 2,4-D e Picloram e avaliou os efeitos subletais no peixe Neotropical 
Piaractus brachypomus. Assim, informações referentes a toxicidade do herbicida 
comercial e o uso de biomarcadores hematológicos, neurotóxicos  e 
citogenotóxicos em peixe, fornecem subsídios para verificar o estado fisiológico 
e a sensibilidade da espécie e, dessa forma, contribuir para o monitoramento de 
contaminação do ambiente aquático.  
 




Juvenis de Piaractus brachypomus, n= 82 (massa corpórea = 38,67 ± 6,92 
g e comprimento total = 13,38 ± 2,26 cm) foram obtidos de uma piscicultura 
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situada no município de Xinguara, Pará, e transportados ao Laboratório de 
Morfofisiologia e Bioquímica de Peixes Neotropicais da Universidade Federal do 
Tocantins, campus de Araguaína. Os peixes foram aclimatados por um período 
mínimo de 30 dias em tanques com capacidade de 5000 litros, com o fluxo de 
água constante. Foi monitorado diariamente a temperatura (26 ± 5 °C) e pH (6,5 
± 0,5). Os animais foram mantidos em fotoperíodo natural e alimentação diária 
com ração comercial contendo 40% de proteína bruta.  
 
2.3 Teste de toxicicidade aguda 
 
A formulação comercial do Norton® SL (Concentrado solúvel) foi utilizada 
como fonte dos princípios ativos associados, 2,4-D (402 g L-1) e picloram (103,5 
g L-1). O teste de toxicidade aguda foi realizado segundo a Associação Brasileira 
de Normas Técnicas (ABNT, 2016). Os peixes foram aleatoriamente divididos 
(n=6) e acondicionados em aquários com 80 litros de água contendo aeração 
artificial contínua para um período de aclimatação de 24 horas antes do teste. 
Durante todo o período experimental, os peixes não foram alimentados. 
Os peixes foram expostos em sete grupos, sendo um controle 
(concentração zero) e mais seis concentrações de Norton, sendo 1,24; 1,52; 
1,66; 1,72; 1,87; 2,08 g L-1, por um período de 96 horas. Durante o experimento, 
foram observados a existencia de padrões de alterações comportamentais como 
espasmos musculares, hiperventilação dos opérculos e natação errática, 
segundo método de Murty (1988). 
As variáveis físico-químicas da água foram avaliadas diariamente, 
utilizando termômetro para aferir a temperatura e kits Labcon test para o pH, O2, 
amônia, nitrito e dureza. A mortalidade foi quantificada regularmente e os 
animais mortos retirados dos aquários.  
Esse experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética de Uso Animais 
(CEUA) da Universidade Federal do Tocantins (Processo nº 23101049/2019-65). 
 
2.4 Exposição Subletal aguda 
 
Após o período de aclimatação e ensaios de toxicidade aguda, os peixes 
foram aleatoriamente divididos em dois grupos (n=10) e realocados em 
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aquários contendo 200 litros de água, dotados de aeração artificial contínua e 
parâmetros físico-químicos da água monitorados. Os animais tiveram a 
alimentação suspensa 24 horas antes da realização do experimento. 
O protocolo experimental consistiu em uma exposição a concentração 
subletal única de 1,11 g L-1 do herbicida em sistema estático por 96 horas. Ao 
final do protocolo, os animais foram anestesiados com benzocaína (0,1 g L-1) e 
uma amostra de sangue (1 mL) foi coletada com seringas heparinizadas para 
análises dos parâmetros hematológicos. Após biometria, a eutanásia foi 
realizada por secção medular, para obtenção de amostras de cérebro e 
músculo. As amostras foram armazenadas a -80 ° C para análise dos 
biomarcadores neurotóxicos, fisiológicos e genotóxicos. 
 
2.5 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)  
 
A atividade da AChE foi estabelecida segundo o método de quantificação 
do produto da reação da acetilcolina com o DTNB (5,5’–Ditio–bis–2–
nitrobenzoato) (Ellman et al., 1961). Amostras dos tecidos de cérebro e músculo 
branco foram homogeneizados em tampão fosfato com pH 7,5 (0,1 M) e 
centrifugados a 10000 g por 20 minutos a 4°C. Após o tempo decorrido, foram 
colocados 50 µL de sobrenadante das amostras em microplaca e acrescentados 
200 µL de DTNB e 50 µL de Iodeto de acetilcolina (9 mM). A leitura foi realizada 
em espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Devices) em λ = 415 nm.  
 
2.6 Parâmetros hematológicos 
 
Microcapilares com sangue foram centrifugados a 12000 g por 3 minutos 
em centrífuga de micro hematócrito para determinação do hematócrito (Hct) 
segundo a metodologia de Goldenfa et al. (1971). Em seguida, foi utilizado um 
cartão padrão de leitura específico e os valores foram determinados em 
porcentagem. O número total de eritrócitos (RBC) foi estabelecido por meio de 
uma solução contendo 10 µL de sangue adicionados em 2 mL de formol citrato. 
A contagem foi feita em câmara de Neubauer utilizando microscópio de luz Leica 
ICC50HD (aumento de 400x), tendo os valores expressos em 106 células mm³. 
A hemoglobina total (Hb) (g dL-1) foi estipulada segundo método de Collier 
(1994) com diluição de 10 µL de sangue diluído em 2 mL de solução de Drabkin. 
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A densidade foi mensurada a 540 nm em espectrofotômetro, contra um branco 
contendo apenas solução de Drabkin.  
A partir das variáveis hematológicas, foram determinados os índices 
hematimétricos: o volume corpuscular médio (VCM) foi calculado como 
Hct*1000/RBC (μm3); a hemoglobina corpuscular média (HCM) calculada como 
Hb*1000/RBC (pg célula-1) e a concentração hemoglobina corpuscular média 
(CHCM) como Hb*1000/Hct (g dL-1). 
Uma alíquota de 10 uL de sangue foi usado para a confecção de 
extensões sanguíneas. As lâminas foram fixadas e coradas utilizando kit 
panótico rápido (Laborclin®). Um total de 3000 células sanguíneas foram 
utilizadas para a determinação de leucócitos e trombócitos totais, assim como 
para contagem diferencial de leucócitos (%), segundo a metodologia proposta 
por Sadauskas-Henrique et al. (2011). 
 
2.7 Teste de micronúcleo (MN) e anomalias nucleares eritrocitárias (ANEs) 
 
Lâminas de extensões sanguíneas foram fixadas em metanol e coradas 
com Giemsa 5%. A metodologia empregada foi a de Carrasco et al. (1990), com 
adaptações de Cavalcante (2008). Para definir os micronúcleos, algumas 
características foram avaliadas, como: ter formato semelhante ao do núcleo 
principal; tamanho em até 1/3 do núcleo; não apresentar refringência e 
apresentar mesma coloração que o núcleo principal. As principais classificações 
consideradas quanto a morfologia das ANEs, foram: núcleo segmentado; 
reniforme; lobado; entalhado; binucleado e vacuolado. 
 
2.8 Análise Estatística 
 
Para estimar o valor da concentração letal média (CL50-96h) e o intervalo 
de confiança (95%), foi utilizado o método estatístico Trimmed Spearman Karber 
(Hamilton et al., 1977).  
Os dados dos biomarcadores foram expressos em média ± E.P.M. (erro 
padrão da média). A homogeneidade das variações entre os grupos foi testada 
usando o teste de distribuição normal D’Agostino & Pearson (para n >8). Para 
cada parâmetro, as diferenças entre o grupo controle e contaminado foi aplicado 
o test-t de Student não pareado ou seu correspondente não paramétrico Mann-
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Whitney, de acordo com os critérios de normalidade, homogeneidade e 
homocedasticidade. Todos os testes estatísticos foram realizados utilizando o 




Nenhum animal morreu durante a exposição subletal ao herbicida. As 
variáveis físico-químicas da água tiveram nitrito ausente, temperatura de 25,5 ± 
0,04 ºC e dureza de 50 ± 0,00 CaCO3 (ppm) no grupo controle e tratamento 
durante o período experimental. Dessa forma, o que refere-se as médias e erro 
padrão no grupo controle, conteve pH de 7,2 ± 0,01, OD de 6,1 ± 0,01 mg L-1 e 
amônia de 0,005 ± 0,00 ppm, já as médias no grupo submetido a concentração 
evidenciou pH de 7,2 ± 0,00; OD de 6,1 ± 0,01 mg L-1 e amônia de 0,002 ± 0,01 
ppm.  
 
3.1 Concentração letal média 
 
Após 96h de exposição ao herbicida não foi observada mortalidade nos 
tratamentos controle e 1,24 g L-1 do produto. No entanto, nas concentrações de 
1,52 e 1,66 g L-1 apresentaram respectivamente 33,3% e 66,7% de mortalidade. 
A partir das concentrações de 1,72 g L-1 do herbicida, houve morte de 100% dos 
animais. A CL50 do herbicida Norton para o Piaractus brachypomus foi 1,54 g L-1 
do produto que corresponde a equivalencia de 0,59 g L-1 de 2,4-D + 0,14 g L-1 de 
Picloram (Tabela 1).  
 
Tabela 1 Concentração letal média (CL50-96h) do herbicida Norton (2,4-D+ Picloram) para o 
Piaractus brachypomus, estimado de acordo com dados de mortalidade após 96 horas de 
exposição e respectivos níveis de segurança. 
CL50-96h 
(g L-1) Norton 
Intervalo de confiança (g L-1) Concentração (g L-1) 
2,4 D + Picloram Limite inferior Limite superior 
1,54 1,44 1,63 0,59 + 0,14 
 
Os animais controle e os expostos a 1,24 g L-1 do herbicida, não 
apresentaram mudanças no comportamento. A partir das concentrações de 1,52 
g L-1 foram observadas distúrbios comportamentais (Tabela 2). As manifestações 
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foram classificadas como leve (+) quando apresentada em até 25% dos animais, 
moderado (++) quando presente entre 25 e 50% dos organismos e grave (+++) 
quando exibidas em mais de 50% do grupo exposto (Mishra e Mohanty, 2008). 
 
Tabela 2 Manifestações comportamentais de Piaractus brachypomus expostos ao herbicida 
Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h durante a determinação da CL50-96h. 
(-) Ausente, (+) leve, (++) moderado, (+++) grave. 
 
3.2 Atividade da Acetilcolinesterase 
 
Após exposição subletal, houve alteração na atividade da AChE nos 
animais tratados com o herbicida (Figura 1). Não houve alteração da atividade 
da AChE no cérebro, enquanto a atividade do músculo apresentou inibição de 
19,2%. 
 
Figura 1 Atividade da acetilcolinesterase (AChE) de Piaractus brachypomus expostos a 
concentração subletal de herbicida Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. (A) cérebro (B) e músculo. 
Os valores são médias (± E.P.M.). (*) Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle. 
 
Concentrações da formulação comercial do herbicida Norton(g L-1) 
Comportamentos 0 1,24 1,52 1,66 1,72 1,87 2,08 
Natação errática - - ++ +++ +++ +++ +++ 
Hiperventilação opercular - - ++ +++ +++ +++ +++ 
Espasmos musculares - - ++ ++ +++ +++ +++ 
Perda do reflexo - - ++ ++ +++ +++ +++ 




3.3 Parâmetros hematológicos 
 
Os valores médios correspondentes aos parâmetros hematológicos e 
contagem diferencial da série branca do sangue estão descritos na Tabela 3. A 
exposição ao herbicida diminuiu o RBC e Hb nos organismos. Os índices 
hematimétricos demonstram uma não alteração do CHCM, entretanto, o VCM e 
o HCM aumentaram nos peixes expostos ao herbicida.  
As análises de leucograma e trombograma demostraram uma diminuição 
significativa dos leucócitos totais e dos trombócitos totais do grupo exposto, em 
relação ao grupo controle. Na contagem diferencial de leucócitos, observou-se 
um aumento de linfócitos e monócitos no grupo exposto quando comparados ao 
controle, enquanto que os neutrófilos diminuíram significativamente nos animais 
da concentração subletal. 
 
Tabela 3 Parâmetros hematológicos e contagem leucocitária de Piaractus brachypomus 
expostos ao herbicida Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. Os valores são médias (± E.P.M.). (*) 
Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle. 
Parâmetros Hematológicos 
 Controle Norton (2,4D+Picloram) 
Variáveis eritrocitárias   
Hct (%) 27,2 ± 0,4 27,0 ± 0,8 
RBC (104 células mm3) 166,8 ± 6,4 133,9 ± 8,8* 
Hb (g dL-1) 10,1 ± 0,1 9,6 ± 0,1* 
Índices Hematimétricos   
   
VCM (µm3) 165,0 ± 5,1 196,3 ± 8,0* 
HCM (pg célula-1) 61,9 ± 2,1 74,8 ± 5,0* 
CHCM (g dL-1) 37,4 ± 0,6 35,8 ± 0,9 
Variáveis leucocitárias   
Leucócitos totais (103) 2,1 ± 0,1 1,2 ± 0,1* 
Trombócitos totais (103) 7,6 ± 0,3 4,8 ± 0,4* 
Linfócitos (%) 45,6 ± 1,3 57,0 ± 1,7* 
Monócitos (%) 12,7 ± 1,8 21,8 ± 2,0* 
Neutrófilos (%) 39,9 ± 1,6 14,7 ± 2,0* 
Eosinófilos (%) 0,3 ± 0,1 0,8 ± 0,3 
CGE (%) 1,9 ± 0,4 1,8 ± 0,2 
Basófilos (%) 0 0 
CGE- Célula granulocítica 
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3.4 Micronúcleo e alterações nucleares eritrocitárias.  
 
A análise da frequência de eritrócitos micronucleados de Piaractus 
brachypomus após a exposição subletal ao herbicida, não demonstrou aumento 
significativo (Tabela 4; Figura 2A). Em contrapartida, a análise propiciou a 
observação de aumento de ANEs no grupo exposto, como núcleos entalhados e 
nos núcleos vacuolados (Figura 2B - D). 
 
Tabela 4  Valores médios (± E.P.M.) da frequência de MN e Alterações núcleares eritrocitárias 
em Piaractus brachypomus expostos  a concentração do herbicida Norton (2,4-D + picloram). (*) 
Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle. 
Parâmetros nucleares eritrocitárias 
 Controle Norton (2,4D+Picloram) 
Micronúcleo (%) 0,01 ± 0,00 0,04 ± 0,01 
Binucleada (%) 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,01 
Em bolha (%) 0,09 ± 0,02 0,10 ± 0,02 
Lobulado (%) 0,03 ± 0,01 0,04 ± 0,01 
Entalhado (%) 0,33 ± 0,03 0,51 ± 0,03* 
Vacuolado (%) 0,09 ± 0,01 0,16 ± 0,03* 
Reniforme (%) 0,07 ± 0,01 0,10 ± 0,02 












Figura 2 Micronúcleo e anormalidades nucleares encontradas em eritrócitos de Piaractus 
brachypomus  expostos ao herbicida Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. (A) Micronúcleo (seta 
preta contínua); (B) Núcleo vacuolado (seta preta tracejada). (C) Núcleo lobulado (cabeça de 
seta preta); núcleo em bolha (seta vermelha contínua); núcleo reniforme (seta vermelha 
tracejada). (D) núcleo entalhado (setas pretas finas); núcleo segmentado (cabeça de seta 






A formulação comercial de herbicida à base dos princípios ativos 2,4-D e 
picloram apresentou efeitos deletérios em Piaractus brachypomus, como 
observado em estudos aplicados em outras espécies de peixes (Gallagher e 
Digiulio, 1991; Botelho et al., 2009). Contudo, os estudos relacionados a 
toxicidade aguda dessa formulação são limitados em peixes e não há relatos da 
CL50 em P. brachypomus. No presente estudo, os resultados indicaram que a 
exposição ao herbicida ocasionou aumento na mortalidade de forma 
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concentração-dependente. De acordo com a classificação de toxicidade aguda 
para organismos aquáticos proposta por Helfrich et al. (1996), quanto menor a 
concentração referente a Cl50, mais tóxico é considerado o composto. O valor 
determinado da CL50-96h do Norton para P. brachypomus foi considerado 
minimamente tóxico devido a CL50 está acima de 100 mg L-1. No entanto, o 
herbicida foi capaz de afetar os processos fisiológicos dos organismos mesmo 
na concentração subletal. 
Valores diferentes da CL50 para misturas de 2,4-D + picloram podem ser 
obtidos para outras espécies. De acordo com o Woodward (1982), o Salmo clarki 
apresentou-se mais sensível à mistura desses dois princípios ativos em 
comparação ao P. brachypomus, com a CL50-96h estimada em 0,5 mg L-1 de 2,4-
D + 2,5 mg L-1 de picloram. Além disso, Botelho et al. (2009) evidenciou que a 
formulação comercial Tordon® gerou declínio na sobrevivência e sintomas e 
intoxicação em Oreochromis niloticus expostos a 1,28 mg L-1 de 2,4-D + 0,34 mg 
L-1 de picloram. Vale ressaltar que as diferenças de toxicidades dos pesticidas, 
se dão pela fórmulas utilizadas, via bioquímica influenciada e a espécie de peixe 
submetida (Kreutz et al., 2008). 
Caso seja considerado as concentrações dos princípios ativos de modo 
individual, o Picloram (0,14 g L-1) presente na CL50-96h do Norton, mostrou-se 
menos tóxica que a média para outras espécies, que corresponde a 36 mg L-1, 
dependendo da espécie e estágio de vida do animal (PAN, 2020). No que se 
refere ao 2,4-D (0,59 g L-1), os resultados mostraram-se de acordo com achados 
para outras espécies de peixes de modo geral, pois segundo Fairchild et al. 
(2008), os valores de toxicidades evidenciaram ampla variação entre as espécies 
Salvelinus confluentus e Ctenopharyngodon idella (398 e 707 mg L-1). Desse 
modo, não se descarta a interação entre os dois princípios ativos na formulação 
ou comportamento do agente químico no ambiente. 
Exposições subletais de mistura de 2,4-D e picloram resultaram em 
alterações comportamentais em peixes, como a hiperatividade muscular 
(Gallagher e Digiulio, 1991). Ambos princípios ativos separados, também foram 
associados a essas alterações, como em Salmo gairdneri expostos a 
concentrações de picloram, que apresentaram perda de equilíbrio, problemas na 
natação e respiração dos organismos (Mayes et al., 1987), e em Rhamdia quelen 
expostos a concentrações subletais de 2,4-D, que manifestaram letargia e 
53 
 
natação irregular como consequências da alteração da atividade de AChE no 
cérebro e no músculo (Cattaneo et al., 2008). 
A inibição da atividade da AChE desencadeia efeitos negativos no 
processo de neurotransmissão, como o acúmulo de acetilcolina na fenda 
sináptica, que gera estimulação excessiva da membrana pós-sináptica. Em 
consequência disso, há prejuízos que podem levar à morte dos indivíduos, como 
alteração na locomoção, equilíbrio e funcionamento muscular (Pereira el al., 
2012). Nesse estudo, a atividade muscular da AChE foi reduzida após o período 
de exposição subletal, demonstrado que o herbicida à base de 2,4-D e picloram 
é prejudicial a essa atividade em P. brachypomus. Situação semelhante foi 
observada por Fonseca et al. (2008), após 96h de exposição do peixe Leporinus 
obtusidens ao 2,4-D, assim como Lajmanovich et al. (2013), que também 
identificou a inibição da AChE em girinos (Rhinella arenarum) expostos a 
concentração de picloram individual e associado ao glifosato.  
Os distúrbios comportamentais identificados em P. brachypomus durante 
o teste de toxicidade aguda, são indicadores sensíveis do efeito tóxico 
influenciado pela alteração da atividade da AChE. Essa enzima desempenha 
ação importante na neurotransmissão colinérgica central e periférica, permitindo 
o funcionamento adequado dos sistemas neuromuscular e sensorial do 
organismo (Sturm et al., 1999). No entanto, sua ação é sensível a atuação de 
grupos químicos de pesticidas e com isso, pode ser inibida, gerando 
consequências que comprometem significativamente os aspectos ecológicos 
que envolvem o animal, como as interações interespecíficas e o desempenho 
exploratório (Pereira el al., 2012). 
Entre os relatos sobre os efeitos relacionados aos herbicidas formulados 
à base de 2,4-D + picloram na AChE, Leão et al. (2019) afirmou que moscas 
(Drosophila melanogaster) expostas a concentrações de herbicida comercial 
com combinação desses princípios ativos (Palace®), não apresentaram 
alteração na atividade cerebral da AChE após 72 horas. Dessa forma, é sugerido 
nesse trabalho, que a inibição apresentada na atividade muscular dessa enzima, 
exerceu influência negativas no comportamento e equilíbrio dos peixes 
submetidos a exposição. 
Os parâmetros hematológicos de peixes podem sofrer alterações quando 
submetidos a estressores. Dessa forma, avaliar esses parâmetros, permite 
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reconhecer os efeitos adversos que os herbicidas geram na saúde desses 
organismos (Saravanan et al., 2017). Nesse contexto, nossos resultados 
demonstraram diminuição significativa de RBC e de Hb em P. brachypomus após 
exposição, sugerindo que o composto induziu condições anêmicas nos animais. 
No entanto, a concentração não afetou o CHCM, mas apresentou aumento 
significativo no VCM e no HCM, indicando que o quadro de anemia demonstrado 
trata-se da classificação macrocítica, que corresponde a um aumento no volume 
das hemácias, em razão a toxicidade do herbicida. Nessas condições, há uma 
assincronia da maturação nuclear em relação ao crescimento citoplasmático e, 
por isso, os eritrócitos tornam-se maiores devido o preparo para uma divisão 
celular que não acontece devidamente (Hoffman et al., 2009). 
De acordo com Witeska (2015), o inchaço dos eritrócitos geralmente é 
uma reação compensatória ao decréscimo da concentração de oxigênio no 
sangue, e esse ajuste pode auxiliar no aumento da ligação hemoglobina-
oxigênio e, assim, melhorar o transporte de oxigênio para os tecidos do animal. 
Outro mecanismo de ajuste para manter o consumo de oxigênio, trata-se da 
hiperventilação opercular, que aumenta o movimento de água através das 
brânquias e ajuda a manter o diferencial de pressão necessário para a difusão 
de oxigênio no sangue durante a troca contra-corrente (Schmidt-Nielsen, 1997), 
como foi observado em P. brachypomus durante o teste de toxicidade aguda 
nesse estudo. 
Outros herbicidas mimetizadores de auxina foram capazes de induzir 
alterações hematológicas que resultaram em condições anêmicas, como 
observado em O. niloticus expostos a concentração subletal de Quinclorac 
(Fathy et al., 2019) e Cyprinus carpio submetidos a concentrações de MCPA, 
que tiveram as alterações hematológicas acompanhadas por lesões estruturais 
em órgãos hematopoiéticos (Lutnicka et al., 2018). Entre os principais fatores 
que causam anemia em peixes expostos a herbicidas, estão incluidos o 
acréscimo na destruição dos eritrócitos, disfunção osmorregulatória e a 
insuficiência na atividade hematopoiética do rim e do baço, que geralmente está 
associada a patologias nesses tecidos (Mikula et al., 2008). 
Os glóbulos grancos são células reguladoras do sistema imunológico e 
representam a defesa do organismo contra corpos estranhos e doenças 
infecciosas. Em peixes, as respostas imunológicas dependem das 
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características e intensidade dos agentes estressores (Saravanan et al., 2017). 
Após a exposição a concentração de Norton nesse estudo, houve indícios de 
uma diminuição da resposta imune não específica de P. brachypomus, 
evidenciado pela diminuição dos leucócitos e trombócitos totais. A leucopenia 
apresentada, pode ser atribuída a redução dos neutrófilos, que foi acompanhada 
pelo acréscimo da porcentagem de monócitos e linfócitos. 
Em teleósteos, os monócitos são células fagocitárias que constituem uma 
pequena fração dos leucócitos totais. O aumento no número dessas células no 
sangue é normalmente desencadeado por respostas inflamatórias, geralmente 
atribuída a lesões teciduais (Sadauskas-Henrique et al., 2011). Da mesma 
forma, a diminuição dos neutrófilos circulantes pode sugerir aumento do 
recrutamento desse grupo celular para tecidos que apresentam lesão focal 
(Havixbeck e Barreda, 2015).  As mudanças apresentadas nesse estudo, podem 
sugerir anormalidades de produção, liberação, vida média e também ingresso 
tecidual.  
Em P. brachypomus, o herbicida Norton (2,4-D+picloram) gerou 
alterações morfológicas nas brânquias, fígado e rim após 96 horas de exposição 
subletal aguda (dados não publicados), indicando que o produto é capaz de gerar 
danos teciduais. Segundo Gómez et al. (1998), as alterações no sangue 
periférico de peixes Tinca tinca foram atribuídas a distúrbios da hematopoiese 
pelo rim, decorrentes de lesões neste tecido após exposição ao 2,4-D. De 
maneira geral, uma diminuição significativa na série branca do sangue opode 
tornar os peixes suscetíveis a doenças, infecções parasitárias e até a morte (Wiik 
et al., 1989). 
Diversos estudos sugerem que ambos os princípios ativos presentes no 
Norton podem gerar efeitos genotóxicos em níveis cromossômicos e de DNA 
dependendo da espécie estudada, como a indução de MN e ANEs em peixe 
neotropical Cnesterodon decemmaculatus após 48 e 96 horas de exposição ao 
herbicida 2,4-D (Arcaute et al., 2016) e a indução de MN em girinos (Rhinella 
arenarum) após 48 h de exposição ao picloram de forma individual e associada 
ao glifosato (Lajmanovich et al., 2013). Nesse estudo, os resultados 
evidenciaram que o herbicida não gerou efeitos clastogênicos. No entanto, a 
baixa indução de MN em P. brachypomus durante o período  experimental 
observado (96h), pode estar relacionado ao atraso na síntese de DNA durante a 
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eritropoiese que, consequentemente, levou a anemia macrocítica nos animais.  
Segundo Udroiu (2006), o surgimento de micronúcleos em eritrócitos 
depende da ação do composto e do ciclo mitótico dessas células, que varia de 
acordo com a espécie. Vários agentes químicos, resultam na interrupção da 
eritropoiese, logo, a produção de eritrócitos micronucleados também é inibida, 
induzindo a um falso negativo mesmo sendo compostos pontencialmente 
genotóxicos. Dessa forma, González et al. (2005) relatou que o 2,4-D em 
formulação comercial e em sal de dimetilamina, reduziram o índice mitótico mas 
também provocaram danos no DNA de culturas colhidas às 24 e 36 h em células 
de ovário de ratos. 
A concentração testada do herbicida comercial Norton, alterou a forma 
nuclear dos eritrócitos de P. brachypomus, que foi registrado pelo aumento na 
frequência de núcleos entalhados e vacuolados. As ANEs podem ser explicadas 
pela tentativa de controle do ciclo celular e de reparo do DNA em uma região 
cromossômica afetada e, com isso, a membrana nuclear apresenta 
imperfeições, caracterizando essas anormalidades (Shimizu et al., 1998). Outro 
mecanismo que justifica tais alterações, refere-se ao estresse oxidativo, que 
ocasiona perda da integridade e mudança na permeabilidade da membrana 
nuclear, sendo esse, um efeito dos pesticidas (Ansari et al., 2009). Com isso, 
Oakes e Pollak (1999) relataram que a formulação comercial à base de 2,4-D e 
picloram (Tordon 75D®) provocou danos à membrana e às enzimas 
mitocondriais de fígado de ratos, aumentando a sua permeabilidade e gerando 





Os resultados demonstraram que a concentração letal média do herbicida 
comercial Norton em P. brachypomus foi classificada como minimamente tóxica, 
entretanto, apresenta efeitos nocivos como alterações comportamentais e 
fisiológicas mesmo em concentração subletal. A inibição da AChE no músculo 
após a exposição pode estar associada a efeitos neurotóxicos, afetando o 
sistema neuromuscular, comprometendo funções importantes como locomoção 
e desempenho exploratório observado. O quadro de anemia macrocítica 
apontado pelas mudanças nos parâmetros hematológicos, representa uma 
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provável resposta compensatória para manter o transporte de oxigênio em níveis 
adequados. No entanto, essas condições poderiam estar relacionadas ao atraso 
na síntese de DNA e consequentemente da eritropoiese, sugerindo que esse 
mecanismo possa ter influenciado na baixa frequência de MN no período de 96 
horas. Por outro lado, as alterações nucleares observadas indicaram o herbicida 
comercial à base de 2,4-D e picloram gerou efeito citogenotóxicos nos animais. 
Considerando os efeitos causado pelo herbicida, os peixes demonstraram sinais 
de estresse e alterações fisiológicas que podem comprometer a sobrevivência 
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CAPÍTULO 3- Alterações morfofuncionais em fígado, brânquias e rim induzidas 
por herbicida à base de 2,4-D + Picloram em peixe Neotropical, Piaractus 
brachypomus 
 





 A formulação de herbicida à base de 2,4-D + Picloram demonstrou ser 
potencialmente tóxica para P. brachypomus.  
 Houve depleção de estoque de glicogênio no músculo e o aumento de 
glicose plasmática. 
 As análises histopatológicas indicaram comprometimento do tecido 
hepático e branquial.  
 O herbicida não afetou a capacidade de desintoxicação da via enzimática 
de biotransformação GST-GSH. 
 
Resumo  
Entre os defensivos agrícolas extensamente utilizados, destacam-se os 
herbicidas à base de 2,4-D + picloram, indicados para o controle de plantas 
daninhas. Esses compostos apresentam alto potencial de contaminação de 
ambientes aquáticos, podendo gerar efeitos negativos para organismos não 
alvos. Este estudo avaliou a morfologia e função do tecido hepático, branquial e 
renal via biomarcadores em Piaractus brachypomus, expostos ao herbicida à 
base de 2,4-D + Picloram. Peixes juvenis foram exposto em sistema estático, por 
96 h, a uma concentração subletal do herbicida comercial Norton® (1,11 g L-1), 
como fonte dos princípios ativos 2,4-D e Picloram. Amostras de plasma, músculo 
e fígado foram submetidos análise das atividades enzimáticas e quantificação 
dos intermediários metabólicos, como glicose, glicogênio, proteína e amônia. 
Amostras de brânquias, fígado e rim foram destinadas às análises 
histopatológicas e sistema enzimático de desintoxicação (glutationa S-
transferases-GST e glutationa reduzida-GSH), bem como à medição do 
conteúdo de peroxidação lipídica (LPO). A exposição aguda induziu um aumento 
da glicose plasmática e diminuição de glicogênio muscular. Os biomarcadores 
de hepatotoxicidade não evidenciaram danos graves no fígado. A via enzimática 
de biotransformação GST-GSH e a LPO evidenciaram que o composto não 
afetou a capacidade de desintoxicação do sistema de defesa antioxidante. As 
alterações histopatológicas observadas nas brânquias, fígado e rim 
evidenciaram comprometimento morfofuncional, sendo alterações decorrentes 
da ação direta e indireta do agente tóxico. O composto não excedeu a 
capacidade de detoxificação do sistema de defesa antioxidante, o que diminuiu 
os efeitos de danos oxidativo. Em conclusão, os resultados demonstram que o 
herbicida comercial gerou mudanças morfofisiológicas e metabólicas em P.  
brachypomus, demonstrando a eficácia da integração de biomarcadores para a 
verificação dos efeitos de herbicidas em peixes. 
 







O controle químico de ervas daninhas presentes na produção agrícola é 
realizado principalmente por aplicação de herbicidas, o que coloca o Brasil como 
um dos principais usuários desse mercado (Rigotto et al., 2014). As formulações 
comerciais de herbicidas que associam o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 
e o ácido 4-amino 3,5,6 tricloro-2-piridinacarboxílico (picloram) são amplamente 
recomendadas para aplicações pós-emergentes, por apresentarem alta 
eficiência química e não permitir o rebrote das espécies indesejadas (Caldeira et 
al., 2014). Devido ao uso generalizado desses compostos, ambos são 
frequentemente detectados em reservatórios que fornecem água potável e 
oferecem alto potencial de contaminação de ambientes aquáticos (Donald et al., 
2007). De maneira geral, as ações deletérias de misturas de 2,4-D e picloram 
relatadas em organismos, incluem efeitos teratogênicos, neurotóxicos, 
citotóxicos e hepatotóxicos (Blakley et al., 1989; Gallagher e Digiulio, 1991; 
Oakes e Pollak ,1999; Leão et al., 2019).  
O fígado é o órgão mais associado à desintoxicação e processo de 
biotransformação, além de desempenhar outras funções importantes como o 
metabolismo de proteínas, carboidratos e lipídios (Tavares et al., 2018). Em 
ratos, a associação de 2,4-D e picloram foi capaz de gerar inibição do 
metabolismo energético do fígado, evidenciado pelas modificações nos 
intermediários metabólicos (Salla et al., 2019). Em peixes, assim como em outros 
vertebrados, a exposição à mistura desses compostos pode induzir variações 
morfofisiológicas no tecido hepático (Gallagher e Digiulio, 1991). Por essa razão, 
biomarcadores plasmáticos contribuem para a avaliação dos efeitos dos 
poluentes no tecido hepático, como a atividade das fosfatases ácidas (FAC) e 
alcalinas (FAL) que indicam a integridade das membranas que são responsáveis 
por transportes de fosforilados intermediários (Bernet et al., 2001), e as 
aminotransferases (alaninaaminotransferase– ALT; aspartato-aminotransferase 
– AST) que estão associadas a lesões hepáticas que geram rompimento celular 
(Ozer et al., 2008).  
Outros órgãos são considerados alvos frentes às mudanças ambientais, 
como as brânquias, que funcionam como uma barreira entre o ambiente externo 
e interno (Moron et al., 2003). Lesões patológicas nesse tecido podem prejudicar 
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funções fisiológicas essenciais para os peixes, como trocas gasosas, 
osmorregulação e excreção, gerando consequências graves aos indivíduos 
(Sakuragui et al., 2003). Devido a isso, há relatos que a combinação de 2,4-D e 
picloram foi capaz de gerar danos morfológicos nas brânquias e ocasionou a 
diminuição da capacidade de regulação de íons em bagres (Ictalurus punctatus) 
(Gallagher e Digiulio, 1991). Em teleósteos, o rim também constitui um dos 
primeiros órgãos afetados por poluentes, em razão do grande fluxo sanguíneo e 
por atuar nas atividades excretórias e hematopoiéticas (Evans, 1993). Devido à 
isso, a ação de herbicidas são frequentemente associadas às disfunções nesse 
tecido (Husak et al., 2014; Badroo et al., 2020). 
Grande parte dos xenobióticos podem desencadear estresse oxidativo, 
causado pelas espécies reativas de oxigênio (ERO) produzidas durante 
transformação metabólica em organismos. Os sistemas de defesa antioxidante 
consistem em uma variedade de enzimas e antioxidantes não enzimáticos, como 
o sistema GST-GSH que atua na fase II da desintoxicação, conjugando os 
metabólitos produzidos pela fase I da biotransformação. Em condições normais, 
após a conjugação dos compostos tóxicos, o produto gerado é excretado da 
célula, evitando dano celular potencial (Van der Oost et al. 2003). No entanto, 
quando há produção de ERO em níveis que excedessem a capacidade de 
neutralização do sistema de defesa antioxidante, há o dano oxidativo, 
provocando danos celulares, como a peroxidação lipídica (LPO) (Sakuragui et 
al., 2019).  
De modo geral, os ajustes bioquímicos, fisiológicos e o estresse oxidativo, 
podem resultar em alterações que comprometem os funcionamentos de órgãos 
em peixes (Husak et al., 2014; Paulino et al., 2020). Nesse contexto, este estudo 
investigou comprometimento morfofuncional do tecido hepático, branquial e 
renal em Piaractus brachypomus expostos à herbicida comercial à base de 2,4-
D + Picloram, utilizando a integração de biomarcadores plasmáticos, 













 Vinte juvenis de Piaractus brachypomus, (massa corpórea = 38,67 ± 6,92 
g e comprimento total = 13,38 ± 2,26 cm) foram adquiridos de uma piscicultura 
situada no município de Xinguara (Pará, Brasil) e transportados ao Laboratório 
de Morfofisiologia e Bioquímica de Peixes Neotropicais da Universidade Federal 
do Tocantins. Os animais foram aclimatados por um período mínimo de 30 dias 
em tanques com capacidade de 5000 litros, com o fluxo constante de água. 
Durante esse período, foram alimentados diariamente com ração comercial 
contendo 40% de proteína bruta e foram mantidos em fotoperíodo natural.  
A análise das variáveis físico-químicas da água do período de aclimatação 
e posterior delineamento foi monitorada diariamente: ausência de nitrito; 
temperatura 25,5 ± 0,04 ºC; dureza de 50 ± 0,00 CaCO3 (ppm); pH 7,2 ± 0,01; 
OD de 6,1 ± 0,01 mg L-1 e amônia de 0,005 ± 0,00 ppm. 
 
2.4 Delineamento experimental  
 
Após o período de aclimatação, os peixes foram aleatoriamente divididos 
em dois grupos (n=10) e realocados em aquários contendo 200 litros com os 
parâmetros físico-químicos monitorados e aeração artificial contínua. A 
formulação comercial do Norton® SL (Concentrado solúvel) foi utilizada como 
fonte dos princípios ativos associados: 2,4-D (402 g L-1) e picloram (103,5 g L-1). 
Para a exposição em 96 horas, foi usado uma concentração subletal única de 
1,11 g L-1 do herbicida.  
Imediatamente após o período de exposição, os peixes foram 
anestesiados com benzocaína (0,1 g L-1) e uma amostra de sangue (1 mL) foi 
coletada da veia caudal com seringas heparinizadas para obtenção de plasma. 
Após biometria, a eutanásia foi realizada por secção medular e amostras de 
fígado, brânquias, rim e músculo foram coletadas e divididas em alíquotas. As 
amostras de plasma e dos tecidos foram armazenadas a -80 °C para análise 
bioquímicas e as alíquotas restantes de brânquias, fígado e rim foram fixadas 
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em Glutaraldeído a 2,5% em tampão de fosfato 0,1 M (pH 7,3) para análises 
morfológicas. Esse experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética de Uso 
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Tocantins (Processo nº 
23101049/2019-65). 
 
2.3 Análises bioquímicas 
 
As amostras de fígado, brânquias, rim e músculo foram homogeneizadas 
em tampão fosfato de potássio 0,2 M, pH 7,8 ou tampão tris-HCL 100 mM, EDTA 
2Mm e MgCl2 5 mM, pH 7,7 e centrifugadas a 10000 g, 4°C por 10 minutos, para 
obtenção do sobrenadante, os quais foram utilizados como fonte de enzimas 
para hepatotoxicidade, biomarcadores de antioxidantes enzimáticos e não 
enzimáticos e metabólitos.  
A determinação das atividades da alanina-aminotransferase (ALT) e 
aspartato-aminotransferase (AST) no plasma (U mL-1), foram aplicadas por meio 
do kit comercial Labtest® (ref. 1008 e 109, Brasil) de acordo com as instruções 
do fabricante. O método constitui-se com base na extinção do NADH e a 
absorbância em 340 nm é diretamente proporcional à atividade da ALT e AST 
na amostra. Para a determinação da atividade da fosfatase alcalina (FAL) e 
fosfatase ácida (FAC) plasmáticas (mmol min mL-1) foi utilizado kit comercial da 
Labtest® (ref. 79 e ref. 39, Brasil) de acordo com as instruções do fabricante. A 
FAL foi determinada com base na quantidade produzida de p-nitrofenol a partir 
da hidrólise de p-nitrofenilfosfato, medida em 405 nm e a ação enzimática da 
FAC foi determinada por meio do substrato de timolftaleína monofosfato.  
Os extratos metabólitos foram preparados após homogeneização do 
tecido ou desproteinização do plasma com ácido tricloroacético a 20%. Com 
base na metodologia de Gentzkow e Masen (1942), a amônia (U mL-1 plasma) 
foi quantificada fotometricamente em extratos ácidos. A glicose plasmática (mg 
dL-1) foi determinada fotometricamente em extratos neutros, por meio de um kit 
comercial Labtest® (ref. 133) de acordo com as instruções do fabricante. A 
quantificação do glicogênio hepático e muscular (μmol de glicosil-glicose g 
tecido-1) foi estabelecida pela concentração de açúcares redutores total na 
amostra, de acordo com Bidinotto et al. (1997) e o teor da proteína total (mg g 
tecido-1 ou mg mL plasma-1) foi determinado utilizando o reagente de Bradford e 
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albumina bovina (1 mg mL-1) como solução padrão, conforme descrito por Kruger 
(1994). 
Para análises do sistema de biotransformação GSH-GST, a atividade da 
GST (U mg proteína-1) foi baseada no método descrito por Habig e Jakobi (1981), 
submetendo o 1-cloro-2-4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A 
absorbância foi monitorada a 340 nm, durante 3 minutos com intervalos de 30 
segundos. A concentração de GSH (nmol GSH mg proteína-1) foi definida 
utilizando a metodologia descrita por White et al. (2003), a qual foi medida pela 
conjugação de 2,3 naftalenedicarboxialdeido (NDA) 10 mM ao GSH do 
sobrenadante da amostra, formando um composto fluorescente. As leituras 
foram feitas em 472 nm de excitação e 528 nm de emissão contra uma curva 
padrão de GSH (40 nM). 
O dano oxidativo de lipídios foi avaliado medindo o conteúdo de LPO 
(nmol mg proteína-1), sendo estabelecida pelo método FOX (oxidação do ferro 
pelo xilenol laranja) conforme descrito por Jiang et al. (1992). Foi utilizado 30 µL 
de amostra + 270 µL de meio de reação (Metanol-grau HPLC 90%, 100 µM 
Xilenol Laranja, 25 mM H2SO4, 4 mM BHT-hidroxitolueno butilado, 250 µM 
FeSO4NH4-sulfato ferroso amoniacal). Após isso, as microplacas foram 
incubadas a temperatura ambiente por 30 min em local escuro e lidas em 560 
nm. Posteriormente, foram comparadas a um padrão com solução de Cumeno 
Hidroperóxido- CHP (1mM). 
 
2.4 Análises morfológicas 
 
Após as amostras de brânquias, fígado e rim serem fixadas em 
glutaraldeído 2,5% e tampão fosfato 0,1 M (pH 7,3), foram desidratadas em 
etanol em série crescente e, posteriormente, incluídas em historesina (Leica). As 
seções foram cortadas em espessura de 3 µm e coradas com azul de toluidina 
e fucsina básica. Nas análises histopatológicas foram adotadas um método 
randomizado às cegas utilizando microscópio de luz Leica ICC50HD sob 
magnificação de 400 vezes. As análises dos tecidos foram realizadas em 25 
campos aleatórios, em 05 secções diferentes por animal.  
As análises histopatológicas foram determinadas de acordo com Bernet 
et al. (1999), modificada por Paulino et al. (2020). Com base no modo que cada 
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patologia altera a função do órgão analisado, foi atribuído um Fator de 
importância (Fi) para cada lesão. Esse Fi é classificado em: 1= lesões facilmente 
reversíveis e com pouca importância patológica; 2= lesões reversíveis quando o 
agente estressor é neutralizado de, então, moderada importância patológica; 3= 
lesões geralmente irreversíveis e de extrema importância patológica. Além disso, 
para classificar a frequência de cada patologia durante as análises, foram 
atribuídos valores numéricos (score), sendo 0= ausência de lesão, 1= ocorrência 
rara, 2= ocorrência leve, 3= ocorrência moderada e 4= ocorrência grave.  
Dessa forma, foi possível verificar o índice de alteração individual do órgão 
(Ialt), que é estipulado para cada lesão de cada indivíduo, determinado pela 
multiplicação do Fi pelo valor do score (Sc) (Ialt = Fi x Sc). Com os valores 
resultantes dos Ialt, foi realizado uma somatória (ƩIalt) para cada organismo, para 
assim, estabelecer um valor final que expressa o comprometimento 
morfofisiológico do tecido do animal. Esse valor final é denominado Iorg ou Índice 
histopatológico do órgão (Iorg = ΣIalt). 
 
2.5 Análises estatísticas  
 
Os dados obtidos foram expressos em média ± E.P.M. (erro padrão da 
média). Foram aplicados o teste de distribuição normal D’Agostino & Pearson 
(para n >8) para testar a homogeneidade das variações entre os grupos. Para 
cada parâmetro, as diferenças entre o grupo controle e contaminado foi 
verificado por meio do test-t de Student não pareado ou seu correspondente não 
paramétrico Mann-Whitney, de acordo com os critérios de normalidade, 
homogeneidade e homocedasticidade. Todos os testes estatísticos foram 





3.1 Atividades enzimáticas das fosfatases e transaminases 
 
Nenhum peixe morreu durante as 96 horas de exposição. A Figura 1 
mostra a atividade das fosfatases e transaminases no plasma de Piaractus 
brachypomus exposto ao herbicida de formulação comercial.  As atividades 
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referentes à ALT, AST e FAC não foram alteradas, entretanto, a atividade da 
FAL diminuiu 56% em relação ao grupo controle. 
 
Figura 1 Atividades da aspartato-aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT), 
fosfatase ácida (FAC) e fosfatase alcalina (FAL) no plasma de Piaractus brachypomus exposto 
ao herbicida comercial Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. Os valores são médios (± E.P.M.). (*) 
Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle. 
 
3.2 Metabólicos  
 
As concentrações de metabólitos no plasma, fígado e músculo estão 
representados na Tabela 1. Após 96 h de exposição ao herbicida, alterações 
metabólicas significativas foram observadas em P. brachypomus. Os níveis de 
glicose plasmática aumentaram 16,9% no grupo exposto, enquanto que o 
glicogênio muscular diminuiu 67,84%. O glicogênio hepático não evidenciou 





Tabela 1 Concentrações de metabólitos no plasma, fígado, músculo de Piaractus brachypomus 
exposto ao herbicida comercial Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. Os valores são médias (± 











Amônia (mL-1 plasma) Plasma 0,455 ± 0,096 0,447 ± 0,068 
    
Glicose (mg dL-1) Plasma 147,9 ± 4,163   172,9 ± 7,567* 
    
Glicogênio (μmol de glicosil-
glicose g tecido-1) 
Fígado 
Músculo 
16,91 ± 8,094 
175,9 ± 51,09 
 29,47 ± 7,843 
  56,58 ± 18,75* 
    





18,20 ± 1,180 
5,033 ± 0,326 
2,006 ± 0,137 
  14,50 ± 0,924* 
4,711 ± 0,289 
2,043 ± 0,082 
 
3.3 Sistema de biotransformação GSH-GST e peroxidação lipídica 
 
A atividade da GSH e da GST, bem como os níveis de LPO não 
evidenciaram alterações após o período de 96 horas de exposição ao herbicida 
(Tabela 2).  
 
Tabela 2 Atividades da enzima antioxidante GST e níveis de glutationa (GSH) e peroxidação 
lipídica no fígado, brânquias e rim de Piaractus brachypomus exposto ao herbicida comercial 
Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. 










GST (U mg proteína-1) Fígado 
Brânquias 
Rim 
528,0 ± 38,31 
13,10 ± 0,888 
27,28 ± 2,756 
518,0 ± 38,83 
15,01 ± 1,294 
29,44 ± 2,725 
    





4,860 ± 0,708 
31,04 ± 1,955 
14,66 ± 3,507 
5,333 ± 0,952 
30,71 ± 2,233 
6,353 ± 1,358 
    
LPO (nmol mg proteína-1) Fígado 
Brânquias 
Rim 
1,441 ± 0,315 
0,949 ± 0,342 
1,806 ± 0,490 
1,242 ± 0,400 
0,845 ± 0,156 
0,829 ± 0,199 










As alterações histopatológicas no rim de P. brachypomus estão 
evidenciadas na Tabela 3 e Figura 2. Os animais do grupo controle apresentaram 
glomérulos com espaço de Bowman bem definidos e túbulos rodeado por tecido 
intersticial, hematopoiético e linfóide (Figura 2A). As mudanças mais frequentes 
observadas foram as alterações da arquitetura renal e alterações celulares 
(Figura 2B-D). O Iorg determinado, indica que as lesões no grupo exposto não 
foram significativas quando comparadas ao controle (Figura 5A). 
 
Figura 2 Histopatologias representativas no rim de Piaractus brachypomus exposto ao herbicida 
comercial Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. (A) Controle. (B - D) rim de peixes expostos ao 
herbicida. Observe as alterações nucleares da célula tubular (cabeça de seta), atrofia do túbulo 
(círculo), desorganização tubular (seta); degenerações dos túbulos (*) e hipertrofia do túbulo 














Os efeitos da exposição ao herbicida comercial na histologia hepática 
estão mostrados na Tabela 3 e Figura 3. O grupo controle apresentou 
parênquima hepático característico e homogêneo, hepatócitos poligonais com 
núcleos esféricos e nucléolos centrais (Figura 3A). Após a exposição, foram 
observados danos como alteração na arquitetura dos hepatócitos (Figura 3B), 
atrofia e alterações nucleares (Figura 3B e D). O Iorg do grupo exposto aumentou 
significativamente em comparação com o controle (Figura 5B). 
 
Figura 3 Histopatologias representativas no fígado de Piaractus brachypomus exposto ao 
herbicida comercial Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. (A) Controle. (B - D) fígado de peixes 
expostos ao herbicida. Observe a alteração da arquitetura hepática com alteração nuclear (seta), 
atrofia dos hepatócitos (cabeça de seta) e hipertrofia nuclear (círculo) em B. Degeneração celular 
(seta), inclusões (seta pontilhada) e vacuolização (cabeça de seta) citoplasmáticas em C. 
Observe as alterações nucleares (seta pontilhadas), atrofia dos hepatócitos (cabeça de seta) e 
degeneração celular (seta) em D. DB= Ducto biliar; E= eritrócito; H= hepatócito e S= sinusoides. 













As alterações histologicas branquiais estão mostrados na Tabela 3 e 
Figura 4. As características morfológicas gerais das brânquias de P. 
brachypomus do grupo controle apresentam epitélio lamelar pavimentoso sem 
alterações, células pilares estruturadas nas lamelas, sem impedimento de fluxo 
ou distúrbios circulatórios (Figura 4A). Após a exposição, houve alterações 
morfológicas branquiais, das quais incluíram constrição do sistema de células 
pilares e hipertrofia do epitélio lamelar (Figura 4B-D). O comprometimento 
morfofisiológico do tecido, evidenciado pelo índice de lesão do órgão (Iorg), 
aumentado significativamente quando comparado ao grupo controle (Figura 5C).  
 
Figura 4 Histopatologias representativas nas brânquias de Piaractus brachypomus exposto ao 
herbicida comercial Norton (2,4-D + Picloram) por 96 h. (A) Controle. (B - D) Brânquia de peixes 
expostos ao Norton. Observe a constrição de células pilares (seta), congestão lamelar (*) e 
ruptura do epitélio (cabeça de seta) em B; hiperplasia (seta) em C; descolamento de epitélio 
(cabeça de seta) e hipertrofia celular (setas) em D. E= eritrócito; L= lamela; CP= células pilares; 











Tabela 3 Índice de alteração individual (Ialt) de histopatologias encontradas em rim, fígado e 
brânquias de Piaractus brachypomus exposto ao herbicida comercial Norton (2,4-D + Picloram) 
por 96 h. 
Índice de Alteração Individual (Ialt) 






 Patologias renais 
Alteração da arquitetura e estrutura celular 1 1,000 ± 0,258 2,500 ± 0,223* 
Acúmulos de substâncias intracelulares  1 1,167 ± 0,210 1,333 ± 0,210 
Atrofia (túbulos e glomérulos)  2 1,000 ± 0,447 1,667 ± 0,333 
Alterações nucleares do epitélio renal  2 2,667 ± 0,666 2,000 ± 0,000 
Alterações do tecido intersticial  1 1,200 ± 0,200 1,200 ± 0,200 
Hipertrofia dos túbulos  1 1,333 ± 0,210 1,167 ± 0,210 
Hipertrofia dos glomérulos 1 0 0,166 ± 0,166 
 Patologias hepáticas 
Alteração da arquitetura e estrutura celular  2 0,500 ± 0,223 1,333 ± 0,210* 
Alterações nucleares 1 1,000 ± 0,447 3,333 ± 0,843* 
Atrofia celular 2 0,666 ± 0,421 4,000 ± 0,894* 
Acúmulos de substâncias intracelulares  1 1,000 ± 0,258 0,500 ± 0,223 
Degeneração citoplasmática  1 0,666 ± 0,210 0,666 ± 0,210 
Hiperemia (sinusóides)  1 0,333 ± 0,210 0,166 ± 0,166 
Hipertrofia dos hepatócitos   0,333 ± 0,210 0,166 ± 0,166 
 Patologias branquiais 
Células pilares (Constrição) 1 0,833 ± 0,166 2,833 ± 0,401* 
Hipertrofia do epitélio lamelar 1 2,167 ± 0,542 3,833 ± 0,166* 
Congestão/Hiperemia/Hemorragia  1 0,500 ± 0,223 0,666 ± 0,210 
Hiperplasia do epitélio  1 1,000 ± 0,447 2,333 ± 0,333 
Descolamento epitélio lamelar e edemas  1 2,500 ± 0,428 3,500 ± 0,223 
Fusão parcial de lamelas  1 0 0,500 ± 0,223 
Proliferação de células cloreto na lamela  1 1,000 ± 0,258 1,167 ± 0,401 
Ruptura do epitélio  2 2,333 ± 0,333 4,167 ± 0,749 






Figura 5 Índice de lesão do órgão (Iorg) do rim (A), fígado (B) e brânquias (C) de Piaractus 
brachypomus exposto ao herbicida comercial Norton (2,4-D + Picloram) por 96 horas. (*) Indica 




A formulação comercial Norton (2,4-D+Picloram), mesmo em 
concentração subletal, demonstrou ser potencialmente tóxica para P. 
brachypomus. Os resultados do presente estudo indicaram que o herbicida 
induziu ajustes metabólicos nos organismos, verificados como estratégias 
adaptativas para manter a função celular diante das condições.  
As mudanças morfológicas apresentadas no fígado dos peixes após a 
exposição, resultam da ação do herbicida sobre os tecidos. Portanto, a alteração 
da arquitetura hepática observada, pode indicar modificações no citoesqueleto, 
que geram a desorganização na distribuição das organelas e aumento do espaço 
intercelular e, assim, poderá influenciar nas interações entre os hepatócitos 





em neurônios cultivados de ratos em resposta à ação do princípio ativo 2,4-D 
(Rosso et al., 2000). A atrofia dos hepatócitos evidenciada em P. brachypomus 
após a exposição ao herbicida Norton, compreende um mecanismo de 
adaptação. Segundo Safahieh et al. (2011), a atrofia é uma resposta decorrente 
da diminuição de funções especializadas da célula. No entanto, a persistência 
dessa patologia pode evoluir para lesões geralmente irreversíveis, como a 
necrose apoptótica ou oncótica que, consequentemente, resultará na morte 
celular (Hinton et al., 2001). 
Nesse estudo, a maioria das alterações nucleares e citoplasmática eram 
inespecíficas. Os núcleos hipertrofiados sugerem aumento do percentual de 
atividade celular enquanto que a vacuolização citoplasmática indica provável 
estágio inicial degeneração (Takashima e Hibiya, 1995). Essas mudanças no 
tecido hepático foram relatadas em Poecilia vivipara, causadas pelo herbicida 
2,4-D em formulação comercial após exposições subletais, das quais, as 
vacuolizações sinalizaram a presença de vesículas lipídicas no citoplasma 
(Vigário e Sabóia-Morais, 2014). Dessa forma, o Iorg hepático calculado para P. 
bracypomus, sugere que as alterações hepáticas totais ocasionaram 
comprometimento do tecido e sua função. 
A ação tóxica de compostos químicos, como os herbicidas, pode 
apresentar caráter hepatotóxico e comprometer a morfofisiologia do fígado em 
peixes. Assim, a análise plasmática das fosfatases ácidas e alcalinas 
concomitantes às transaminases, fazem-se necessárias para avaliar danos 
hepáticos em exposições subletais (Fathy et al., 2019). A diminuição da FAL 
plasmática em P. brachypomus após à exposição à concentração do herbicida, 
pode ser resultante de distúrbios no transporte transmembrana através da 
membrana dos hepatócitos. Devido essa enzima desempenha papel importante 
no transporte de fosforilados intermediários (Bernet et al., 2001). 
As aminotransferases são primordiais para o metabolismo de 
aminoácidos e proteínas, sendo liberadas na circulação sanguínea após danos 
hepáticos (Ezenwaji et al., 2013). Nesse estudo, não foi evidenciado alterações 
na atividade de ambas aminotransferases em 96 horas, sugerindo que os 
organismos não apresentaram indícios de danos teciduais nas enzimas 
plasmáticas. De acordo com as observações de Gallagher e Digiulio (1991), 
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bagres (I. punctatus) expostos à mistura dos ingredientes ativos 2,4-D + picloram 
evidenciaram maior taxa metabólica e os níveis normais de ALT não confirmaram 
danos hepáticos. 
Os carboidratos são usualmente a fonte primária de energia em casos de 
estresse, a exposição a pesticidas podem causar redução tanto nos níveis de 
glicogênio muscular quanto glicogênio hepático (Hori et al., 2006). No presente 
estudo observou-se a depleção de estoque de glicogênio no músculo e o 
aumento de glicose plasmática apresentadas em P. brachypomus expostos por 
96 horas ao xenobiótico, provavelmente um processo de gliconeogênese, sendo 
utilizado como fonte energética no tecido muscular. 
Venturini (2010) relatou em seu trabalho que o pacu reduziu os níveis de 
glicogênio hepático e muscular após exposição por 96 horas ao organofosforado 
trichlorfon, e mesmo após sete dias de recuperação ao herbicida, os animais 
permaneceram com os índices de glicogênio baixo, o autor relaciona este 
resultado ao processo de glicogenólise, pois a glicemia estava elevada e, após 
14 dias de recuperação há um aumento no glicogênio, retornando aos níveis do 
controle, associando assim a um processo de recuperação. 
A degradação de glicogênio muscular pode estar associada ao aumento 
dos níveis de acetilcolina no músculo, em caso de inibição da acetilcolinesterase 
(AChE) (Sastry e Siddiqui, 1982), pois a secreção de catecolaminas 
consequente desse processo, promove uma maior glicogenólise para atender a 
demanda muscular de ATP, requerida pela elevação da atividade locomotora 
(Martinez-Porchas et al., 2009). Dessa forma, estudos anteriores evidenciaram 
que o herbicida comercial Norton à base de 2,4-D + Picloram foi capaz de gerar 
distúrbios locomotores e inibir a atividade da AChE no músculo de P. 
brachypomus após exposição à concentração subletal (Dados não publicados).  
No entanto, a necessidade de glicose em peixes pode ser atendida a partir 
da hidrólise de glicogênio hepático e também a partir de percursores como 
lactato, aminoácidos e piruvato (gliconeogênese) (Li et al., 2018). Por isso, é 
necessário ressaltar que a degradação do glicogênio muscular no presente 
estudo, não contribuiu diretamente para o aumento dos níveis 
de glicose plasmática. Mas, segundo Begg e Pankhurst (2004) o lactato 
(subproduto do glicogênio muscular) pode servir de substrato na síntese de 
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glicose e também e pode contribuir para preservação dos estoques de glicogênio 
no fígado. Respostas similares foram observados em Cyprinus carpio, expostos 
a 2,4-diamina (derivado de 2,4-D), que sugeriram um mecanismo de ajuste para 
suprir a demanda de energia, decorrente de um estado de hipóxia gerado pelo 
composto (Oruç e Üner, 1999). 
As alterações na estrutura branquial de peixes geradas por herbicidas, 
podem interferir no funcionamento adequado do órgão e, geralmente, são 
decorrentes de mudanças bioquímicas e fisiológicas (Fernandes e Mazon, 
2003). Algumas patologias foram significativamente mais frequentes nos 
organismos expostos ao herbicida Norton, como a hipertrofia de células do 
epitélio lamelar. Essas alterações são mecanismos de defesa que aumentam a 
distância água-sangue e reduzem o espaço interlamelar para, assim, evitar a 
absorção de substâncias tóxicas. Entretanto, pode ocorrer uma diminuição da 
área de superfície respiratória resultante desse processo, restringindo a troca 
gasosa e também levando à disfunção osmorregulatória (Sakuragui et al., 2003). 
Tais patologias foram observadas em Clarias gariepinus expostas à formulação 
comercial de 2,4-D – amina (Makinde et al., 2015) e em Ctenopharyngodon idella 
expostas às concentrações de Picloram (Botelho et al., 2012). 
A constrição no sistema de células pilares decorrentes da exposição de 
P. brachypomus ao herbicida Norton, resultou em distúrbios circulatórios.  Essas 
alterações também interferem nas trocas gasosas e podem gerar descolamento 
do epitélio lamelar (Sachi et al., 2021). Considerando todas as alterações 
branquiais, o Iorg indicou que as lesões apresentadas no tecido branquial de P. 
brachypomus gerou disfunções do órgão após o período de 96 horas de 
exposição. Essas alterações morfológicas podem representar estratégias 
adaptativas para conservação das funções fisiológicas. 
As análises histológicas juntamente com informações funcionais, 
permitem uma descrição mais ampla dos efeitos de um composto sobre os 
peixes (Ribeiro et al., 2018). A amônia consiste no principal produto da excreção 
dos teleósteos, e é derivada da digestão das proteínas e do catabolismo dos 
aminoácidos, principalmente no fígado. Esse composto nitrogenado é 
transportado para as brânquias, órgão que realiza a maior parte da sua 
eliminação (Randall e Wright, 1987). Nesse estudo, não foram observados 
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alterações nos níveis de amônia plasmática, sugerindo que as histopatologias 
branquiais decorrentes da exposição não afetaram sua função excretora. 
Em peixes, o rim é um órgão frequentemente associado às alterações 
morfológicas diante de estressores (Carmo et al., 2018). Nesse estudo, as 
alterações da arquitetura renal e alterações celulares estruturais observadas no 
rim de P. brachypomus, são decorrentes do aspecto degenerado e 
desorganizado das células tubulares. Essas condições podem estar 
relacionadas com o estágio inicial do processo de degeneração granular, o qual 
exibe contorno celular indefinido, hipertrofia das células epiteliais tubulares e 
diminuição do calibre do lúmen. Tais alterações podem prejudicar a passagem 
do filtrado e comprometem o processo de reabsorção e secreção tubular 
(Camargo e Martinez, 2007). No entanto, são consideradas reversíveis (Hinton 
e Lauren, 1990; Silva e Martinez, 2007). De acordo com as observações feitas 
por Gallagher e Digiulio (1991), a combinação de 2,4-D e picloram gerou lesões 
nos túbulos proximais do rim de I. punctatus expostos a concentrações subletais, 
indicando que a combinação dos ingredientes ativos ocasionou efeitos tóxicos 
no tecido. No presente estudo, o Iorg indicou que as patologias totais 
apresentadas não promoveram comprometimento da função do órgão. 
Os rins realizam papel fundamental na excreção de xenobióticos, assim 
como no equilíbrio iônico e hídrico. Devido à isso, elimina compostos químicos 
durante o curso de formação da urina, por meio da filtração glomerular, 
reabsorção ou secreção tubular (Carmo et al., 2018). A diminuição da proteína 
plasmática em P. brachypomus após o período de exposição subletal, pode estar 
relacionada com o processo de eliminação de proteínas na urina (proteinúria), o 
que indica que as alterações morfológicas observadas (Ialt) podem ter 
ocasionado prejuízos mesmo sem comprometer a função total rim (Iorg). Em 
embriões de Danio rerio expostos ao herbicida comercial Tordon (2,4-D + 
picloram), foi observado a redução significativa da quantidade de proteína total 
(corporal), sendo um efeito atribuído à proteinúria (Gomes, 2017). 
O uso dos biomarcadores de biotransformação e danos celulares fazem 
parte dos métodos amplamente utilizados para avaliar os efeitos dos poluentes 
sobre os peixes (Bonomo et al., 2021). O sistema GST-GSH atua na fase II da 
desintoxicação, conjugando os metabólitos produzidos pela fase I de 
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biotransformação. Após a conjugação dos compostos tóxicos, o produto gerado 
é capaz de ser excretado da célula sem provocar danos celular potencial, como 
a peroxidação lipídica (Huang et al., 2020). No presente estudo, não houveram 
alterações no sistema enzimático (GST-GSH) dos tecidos estudados, sendo 
brânquias, fígado e rim. Isso sugere que o composto não afetou a capacidade 
de detoxificação do sistema de defesa antioxidante e, dessa forma, foi possível 
conter os efeitos do estresse oxidativo. Resultados semelhantes foram 
observados por Gallagher e Digiulio (1991) em fígado de peixes-gato (I. 
punctatus) expostos à mistura de 2,4-D e picloram, dos quais não apresentaram 
mudanças na atividade da GST. 
Em concordância aos resultados apresentados pelo sistema GST-GSH 
nesse estudo, os níveis inalterados de LPO nos órgãos analisados de P. 
brachypomus após a exposição, indicam que os oxidantes não promoveram a 
quebra significativa de fosfolipídios da membrana. Condições que poderiam 
provocar danos severos nas propriedades das células caso acontecessem 
(Srivastava e Reddy, 2017). No entanto, Salla et al. (2019) observou que as 
interações do 2,4-D e do picloram com a bicamada lipídica da membrana dos 
hepatócitos de ratos Wistars, podem ser altamente destrutivo e pode estar 
relacionado à toxicidade celular desses princípios ativos. Contudo, vale frisar que 
as diferenças das respostas biológica diante de herbicidas, se dão por vários 
fatores, como a via de exposição, formulação utilizada e espécie submetida 




Os resultados sugerem que a exposição ao herbicida Norton (2,4-D + 
picloram) na concentração testada em 96 horas, resultou em mudanças 
morfofisiológicas que comprometem funções do tecido hepático, branquial e 
renal em Piaractus brachypomus. As lesões hepáticas observadas indicaram 
condições de ajustes do fígado, no entanto, algumas patologias descritas podem 
evoluir para lesões geralmente irreversíveis. Dessa forma, as alterações totais 
indicaram comprometimento do fígado. Os resultados mostraram disfunção no 
metabolismo de carboidratos, sendo essas, condições desencadeandas para 
atender a demanda energética muscular. As alterações morfológicas 
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evidenciadas nas brânquias demonstraram estratégias adaptativas para 
conservação das funções fisiológicas, das quais mantiveram a função excretora 
do órgão. No entanto, as patologias apresentadas estão relacionadas a restrição 
de processos vitais e apontam o comprometimento das brânquias. No tecido 
renal, as lesões morfológicas individuais verificadas não comprometeram a 
função total do rim, entretanto, foram capazes de ocasionar prejuízos associados 
à proteinúria.  Nos órgãos analisados, a via de biotransformação de fase II (GST-
GSH) e a LPO evidenciaram que o composto não excedeu a capacidade de 
detoxificação do sistema de defesa antioxidante, diminuindo os efeitos do 
estresse oxidativo. Dessa forma, a integração de biomarcadores possibilitaram 
a mensuração das respostas morfofisiológicas em P. brachypomus, decorrentes 
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No presente trabalho, a intregralização de múltiplos biomarcadores na 
avaliação do potencial toxicológico do herbicida Norton (2,4-D + picloram) em 
Piaractus brachypomus, permitiu concluir que o valor determinado da CL50 em 
96 horas foi classificado como minimamente tóxica, por estar em concentração 
acima de 100 mg L-1. Entretanto, a exposição subletal aguda (96h) na 
concentração de 1,11 g L-1 do produto, afetou o sistema neuromuscular nos 
organismos, gerando alterações comportamentais como consequências da 
inibição da AChE no músculo, evidenciando efeitos neurotóxicos que 
comprometem funções locomotoras e sensoriais. 
As variáveis hematológicas indicaram um quadro de anemia macrocítica, 
reconhecido como resposta compensatória para mantimento dos níveis 
adequados no transporte de oxigênio. No que se refere aos biomarcadores 
citogenotóxicos, houve baixa frequência de MN em eritrócitos de P. 
brachypomus, indicando que o herbicida não gerou efeitos clastogênicos durante 
o período experimental. No entanto, essa resposta pode estar relacionada ao 
atraso na síntese de DNA durante a eritropoiese que, consequentemente, gerou 
a anemia macrocítica nos animais. Devido essa condição afetar a normalidade 
do ciclo celular.  
A exposição subletal aguda ocasionou comprometimento morfofuncional 
em órgãos de P. brachypomus. O fígado apresentou patologias comuns em 
condições de ajustes, no entanto, algumas dessas alterações podem evoluir 
para lesões geralmente irreversíveis, caso persistam. Com isso, as alterações 
totais indicaram comprometimento do tecido hepático. Além disso, os 
biomarcadores evidenciaram distúrbio no metabolismo de carboidrados, que 
foram desencadeados para suprir a demanda energética muscular, gerada por 
reações neurotóxicas a partir da inibição da AChE. As alterações morfológicas 
branquiais apontam o comprometimento do tecido, das quais são decorrentes de 
mecanismo de adaptação para manter suas funções e evitarem ação direta do 
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agente tóxico. No rim, as lesões morfológicas verificadas não comprometeram a 
sua função, mas foram capazes de ocasionar prejuízos específicos. 
O sistema enzimático de desintoxicação (GSH/GST) e a LPO no fígado, 
brânquias e rim, mostraram que a exposição ao herbicida não excedeu a 
capacidade de detoxificação do sistema de defesa antioxidante e foi possível 
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